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1.  Zusammenfassung 
 
 
In den westlichen Industriestaaten ist das Mammakarzinom das häufigste Karzinom 
der weiblichen Bevölkerung. Verschiedene prognostische und prediktive Faktoren 
haben einen Einfluss auf den Verlauf und letztendlich auf das Überleben bei dieser 
Erkrankung. Eine besondere Bedeutung kommt der Angioneogenese zu. Mit dem 
Modell zur Angioneogenese hat die Arbeitsgruppe um Folkman bereits frühzeitig 
einen wichtigen Beitrag zum Verständnis um diese Vorgänge geleistet (Folkman et 
al. 1966). Die Signifikanz der Angioneogenese für die Tumorprogression und 
Prognose der Patienten insgesamt ist gut dokumentiert und allgemein anerkannt. In 
der vorliegenden Arbeit soll unter Adaptation des von Weidner angewendeten 
Verfahrens zur Messung der Gefäßdichte in Tumoren die Lymphgefäßdichte in 
benignen und malignen Läsionen der Mamma bestimmt werden. Die Frage, ob eine 
Erhöhung der Lymphgefäßzahl bei Mammakarzinomen eine signifikant erhöhte Rate 
an axillären Lymphknotenmetastasen nach sich zieht, ist zu klären. Essentiell ist die 
Möglichkeit der isolierten Darstellung von lymphoendothelialen Strukturen. Zwei 
immunhistochemische Marker sind hierfür verfügbar. Der polyklonale Antikörper 
LYVE-1 und der monoklonale Antikörper D2-40 sind in der vorliegenden Arbeit 
vergleichend auf ihre Eignung zur Darstellung der lymphatischen Strukturen im 
Brustgewebe zum Einsatz gekommen. Gewebsmaterial von 102 Patienten mit 
benignen und malignen Läsionen im Bereich der Mamma wurden in die 
Untersuchung einbezogen. Die Gewebsproben wurden in Adaptation des von 
Weidner beschriebenen Verfahrens der mikroskopischen Untersuchung unterzogen. 
Bei der mikroskopischen Untersuchung zeigten sich, wie in der vorliegenden Literatur 
beschrieben, auch Kreuzreaktionen der Antikörper gegen nicht lymphatische 
Strukturen. Im Falle des Antikörpers D2-40 sind diese im Vergleich zum Antikörper 
LYVE-1 deutlich mehr ausgeprägt. Der Antikörper LYVE-1 markierte im Brustgewebe 
nicht sicher alle lymphoendothelialen Strukturen. Nach der eigenen vergleichenden 
Analyse erscheint der Antikörper D2-40 für Mammagewebe besser geeignet zu sein 
als der Antikörper LYVE-1.  Die Verteilung der Lymphgefäße, insbesondere in 
Mammakarzinomen, ist nicht homogen. Nicht in allen Fällen von Neoplasien der 
Mamma waren lymphgefäßdichte Bezirke nachzuweisen. Die statistische Testung 
auf eine Signifikanz der erhobenen Messwerte erfolgte nach einer Gruppenbildung 
analog der Eingruppierung der histologischen Diagnose. Die zur statistischen 
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Vergleichsprüfung gebildeten Gruppen bestanden aus: Mastopathie versus DCIS; 
pT1c pN0 versus pT1c pN1; pT2 pN0 versus pT2 pN1; Mastopathie versus pT1-4 
pN0/1; Mastopathie versus pT1a-c pN0/1.  
In der statistischen Auswertung konnte der Nachweis erbracht werden, dass im Falle 
von axillären Lympknotenmetastasen eine Erhöhung der Lymphgefäßzahl im Tumor 
besteht. Dies war insbesondere mit Hilfe des Antikörpers D2-40 beweisbar. Die 
Erhöhung der lymphatischen Gefäßdichte ist also nachweislich ein Indikator für die 
nodale Metastasierung beim Mammakarzinom. Die lymphatische Mikrogefäßdichte 
ist als unabhängig von anderen etablierten Prognosefaktoren wie etwa Tumorgrösse 
und Grading anzusehen, hier bestehen keine nachweisbaren Korrelationen. In die 
Untersuchung ist ein Fall eines auf ein Fibroadenom beschränkten 
Mammakarzinoms mit einbezogen worden. Wie auch bei den anderen untersuchten 
Fibroadenomen konnten in diesem Fall keine Lymphgefäße im eigentlichen Tumor 
gefunden werden. Daraus ergibt sich der Ansatz, dass auf Grund der zumindest 
deutlich eingeschränkten Kompetenz dieser Tumorentität zur lymphatischen 
Metastasierung, eine Klärung des axillären Lymphknotenstatus nicht erforderlich ist. 
Hingegen konnte in der eigenen Untersuchung der Nachweis erbracht werden, dass 
bei Mammatumoren der Kategorie pT1 mit nodaler Metastasierung eine signifikante 
Erhöhung der Lymphgefäßzahl vorliegt. Die eigene Untersuchung bestätigt damit 
den direkten Zusammenhang zwischen der erhöhten Lymphgefäßdichte und einer 
nodalen Metastasierung. Damit steht sie im Einklang mit der Mehrzahl von 
publizierten Untersuchungen. Somit sind prinzipiell Rückschlüsse auf die Prognose 
der Erkrankung denkbar. Daraus ergibt sich die Möglichkeit eines therapeutischen 
Ansatzes an diesem Punkt der Kaskade der Tumorprogression. Andererseits ist eine 
Deeskalierung der Therapie bei günstiger Prognose denkbar. Offensichtlich bestehen 
jedoch konzeptionelle Unterschiede zwischen der Hämangio- und der 
Lymphangioneogenese. Eine Fortsetzung der Untersuchungen zur 
Lymphangiogenese erscheint nützlich und sinnvoll. Untersuchungen zur Korrelation 
von lymphatischer Mikrogefäßdichte und dem Gesamtüberleben sind dafür 
notwendig. Damit wird die Möglichkeit gegeben darzustellen, welchen Teil der 
Stromainduktion und Tumorprogression die lymphatische Mikrogefäßdichte 
beschreibt.    
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2. Einleitung 
 
 
 
2.1  Das Mammakarzinom- eine medizinische Herausforderung 
 
 
 
Das Mammakarzinom ist in den westlichen Industriestaaten das häufigste Karzinom 
der weiblichen Bevölkerung mit über einer Million Neuerkrankungen jährlich weltweit. 
Die Inzidenz des Mammakarzinoms wird für Mitteleuropa mit 78,22 und für 
Nordamerika mit 90,41 pro 100.000 Einwohner angegeben (Ferlay et al. 2001). In 
der Bundesrepublik Deutschland erkranken jährlich etwa 47500 Patientinnen und 
Patienten an Brustkrebs. Der Anteil der tumorbedingten Mortalität für Deutschland 
beträgt 17,1 % (AG Bevölkerungsbez. Krebsregister in D. 2002). Die Erkrankung am 
Mammakarzinom ist immer ein entscheidender und schwerwiegender Prozess im 
Leben der Betroffenen und ihrer Umgebung. Daher ergibt sich eine Bedeutung auf 
psychischer, physischer, sozialer und auch ökonomischer  Ebene. 
Die Anstrengungen richten sich weltweit neben  einer breiten Grundlagenforschung 
auch auf eine Optimierung der therapeutischen Strategien auf Basis der Evidenz 
basierten Medizin, um letztendlich eine Ergebnisverbesserung für die Patienten zu 
erreichen. In der Bundesrepublik Deutschland wurde zur Optimierung und 
Standardisierung bei trotzdem individuell gestalteter Therapie für die betroffenen 
Patienten die S3-Leitlinie zur Diagnostik und Therapie des Mammakarzinoms 
inaugeriert (Kreienberg et al. 2008). Eine Aktualisierung der Leitlinie an die weitere 
Entwicklung bei der Therapie des Mammakarzinoms ist in diesem Jahr erfolgt. Ziel 
der S3-Leitlinie ist es, die Diagnostik und Therapie bei Mammakarzinompatienten zu 
optimieren. Um für Patienten die Effektivität dieses Prozesses voll nutzen zu können 
bedarf es aber der korrekten Einschätzung des Krankheitsverlaufes. Dazu ist es 
erforderlich, Faktoren, die den Krankheitsverlauf beeinflussen, frühzeitig zu 
detektieren und in die Planung des Therapieschemas mit einzubeziehen. 
Ein großer Teil der Faktoren, die für die frühzeitige individuelle Einschätzung des 
Verlaufs der Erkrankung und auch für das Rezidivrisiko der Patienten von Bedeutung 
sind, sind tumorbiologischer Natur. 
Wenn durch das Zusammentreffen von mehreren günstigen prognostisch relevanten 
Faktoren im individuellen Fall auf therapeutische Maßnahmen verzichtet werden 
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kann, ohne das für den Patienten ein nachgewiesen erhöhtes Risiko für ein  
Karzinomrezidiv zu erwarten ist, kann damit dem Patienten eine belastende Therapie 
erspart werden. So ist es möglich, dass auch mit den für die Gesamtheit zur 
Verfügung stehenden finanziellen Ressourcen ohne Qualitätsverlust im Einzelfall 
adäquat umgegangen werden kann. Im Umkehrschluss  kann bei erkannter 
ungünstiger Prognose für die Patienten frühzeitig mit einer aggressiven Therapie mit 
entsprechendem Benefit begonnen werden.  
 
 
 
2.2 Prognostische Faktoren für das Mammakarzinom 
 
2.2.1 Patientenalter und ethnische Herkunft  
 
 
 
Über den Einfluss des Alters der Patienten bei Erstdiagnose des Mammakarzinoms 
auf die Prognose gibt es einige Untersuchungen. Die meisten Studien schließen 
jedoch relativ geringe Patientenzahlen ein und haben widersprüchliche Ergebnisse, 
sodass hier eine eindeutige Grundaussage nicht möglich ist (Cianfrocca und 
Goldstein 2004). Zwei relativ große Studientrials weisen eine deutlich schlechtere 
Prognose für Patienten die jünger als 35 Jahre sind aus (Nixon et al. 1994, Albain et 
al. 1994). 
Ein Einfluss der Zugehörigkeit zu verschiedenen Rassen scheint vorhanden zu sein. 
So haben Frauen schwarzer Hautfarbe oder lateinamerikanischer Herkunft eine 
deutlich geringere Überlebensrate im Vergleich zu Frauen weißer Hautfarbe (Elledge 
et al. 1994). Die Ursache liegt hierbei sicher in einem multifaktoriellen Geschehen. 
So wird das Mammakarzinom bei afroamerikanischen Frauen durchschnittlich erst in 
einem späteren Stadium diagnostiziert als bei einer vergleichbaren Population weißer 
Patientinnen (Pierce et al. 1992). 
Alter und ethnische Herkunft der Patienten haben eine Bedeutung, müssen aber, 
wenn möglich, zur Einschätzung mit den Aussagen anderer prognostischer Faktoren 
kombiniert werden. 
 
 
  2. Einleitung 
  5
2.2.2 Axillärer Lymphknotenstatus 
 
 
Ein signifikanter prognostischer Indikator für Patienten mit Mammakarzinom  ist das 
Vorhandensein oder Fehlen von axillären Lymphknotenmetastasen (Gonzales-Vela 
et al. 1999, Lin et al. 1993). Es besteht ein direkter Zusammenhang zwischen der 
Anzahl von befallenen Lymphknoten und dem Risiko, ein Rezidiv des Karzinoms zu 
erleiden (Saez et al. 1989, Shin et al. 2000, Megale-Costa et al. 2004). In Studien 
wird zur Überprüfung des Einflusses des Lymphknotenstatus auf den 
Patientenoutcome oft eine Einteilung in Anlehnung an das National Surgical Adjuvant 
Breast and Bowel Project (NSABP) vorgenommen. Die Einteilung hinsichtlich des 
Lymphknotenstatus erfolgt in 4 Gruppen: nodal negativ, 1-3 positive Lymphknoten,  
4-9 positive Lymphknoten, 10 und mehr positive Lymphknoten (Cianfrocca und 
Goldstein 2004). Die 5-Jahres Überlebensraten liegen bei nodal-negativen Patienten 
bei 82,8 %, in der Gruppe  1-3 positive Lymphknoten bei 73 %, in der Gruppe 4-12 
befallene Lymphknoten bei 45,7 % und bei 13 und mehr befallenen Lymphknoten nur 
bei 28,4 % (Fisher et al.1983). An diesen Daten kann man die prognostische 
Bedeutung des Lymphknotenstatus bei fehlenden adjuvanten therapeutischen 
Maßnahmen erkennen, welche das Rezidivrisiko um etwa 20 % reduzieren (Lagares-
Garcis et al. 2000). Für Patienten mit einem niedrigen Risiko, speziell für nodal 
negative Patienten, sind zusätzliche prognostische Faktoren erforderlich (Arnaud et 
al. 2004, Brenin et al. 1999. Colleoni et al. 2004). Üblicherweise wird der axilläre 
Lymphknotenstatus durch die axilläre Lymphknotendissektion, welche die Level I und 
II beinhaltet, erhoben (Keshtgar und Baum 2004, Bembenek und Schlag 2000). In 
den letzten Jahren wurde die Sentinel-Lymphknotenbiopsie auch beim 
Mammakarzinom eingeführt und validiert (Kelley et al. 2004). Dieses Verfahren 
wurde zuerst beim Staging des malignen Melanoms angewandt (Morton et al. 1992). 
Die Erstbeschreibung für das Mammakarzinom erfolgte durch Giuliano (Giuliano et 
al. 1994). 
Aufgrund des Einflusses des axillären Lymphknotenstatus auf die Prognose der 
Patienten ist dieser als einer der Hauptfaktoren zur Entscheidungsfindung für die 
Durchführung einer adjuvanten Therapie anzusehen. 
 
 
  2. Einleitung 
  6
 
2.2.3 Tumorgröße 
 
 
Die Tumorgröße korreliert mit dem Vorhandensein und der Anzahl von axillären 
Lymphknotenmetastasen. Ebenso besteht zwischen der Tumorgröße und dem 
Auftreten von Fernmetastasen und Tumorrezidiven ein direkter Zusammenhang. 
Deshalb wird von einigen Autoren die Primärtumorgröße bei Diagnose in ihrer 
Bedeutung für das Patientenschicksal vor den Lymphknotenstatus gerückt (Hölzel et 
al. 2001, Bourez et al. 2002).  
Betrachtet man Patienten welche nodal negativ sind, so lässt sich bei einer 
Tumorgröße kleiner als 1 cm eine 5-Jahres Überlebensrate von 99 Prozent, bei einer 
Tumorgröße von 1-3 cm von 89 Prozent und bei Tumoren zwischen 3 und 5 cm von 
86 Prozent erheben (Carter et al. 1989).   
Der Überlebensvorteil für kleine Tumoren bleibt auch bei einem follow-up über 20 
Jahre bestehen (Rosen et al. 1993). Bei nodal negativen Patienten ist die 
Tumorgröße einer der wichtigsten prognostischen Faktoren (Ahlgrenet al. 2004). 
 
 
2.2.4 Pathohistologischer Tumortyp und Grading 
 
 
Die pathologischen Charakteristika der Tumoren haben prognostische Signifikanz 
(Korkolis et al. 2004). Nachweislich haben  histologisch-morphologische Subtypen 
wie das tubuläre, das cribriforme, das muzinöse und das medulläre Karzinom eine 
deutlich bessere Prognose als das nicht-spezifizierte invasive Mammakarzinom 
(Kreienberg et al. 2004). Diesem wird durch die Aufnahme in die aktuelle WHO-
Klassifikation der Mammatumoren Rechnung getragen (Wittekind et al. 2002). 
Das Tumorgrading kann mittels verschiedener Systeme durchgeführt werden. Die 
historisch am weitesten verbreitete Klassifikation ist die Scarff-Bloom-Richardson-
Klassifikation (Bloom und Richardson 1957). Der mitotische Index, die 
Differenzierung und der Kernpleomorphismus erhalten jeweils einen Punktwert von 1 
bis 3. Die sich ergebenden Bewertungen der drei Kategorien werden abschließend 
summiert. Tumoren mit einem Score von 3 –5 werden als gut differenziert (Grad 1), 
mit einem Score von 6 – 7 werden als mäßig differenziert (Grad 2), mit einem Score 
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von 8 – 9 werden als schlecht differenziert (Grad 3) bezeichnet. Die Korrelation 
zwischen dem histologischen Grading und der 5-Jahres Überlebensrate, und damit 
die prognostische Bedeutung des Gradings, wurde durch mehrere Arbeitsgruppen 
bewiesen (Berg und Robbins 1966, Cianfrocca und Goldstein 2004). 
Eine Weiterentwicklung für das Brustgewebe ist das Tumorgrading nach Ellston und 
Ellis, welches in der aktuellen WHO-Klassifikation zur Anwendung kommt (Ellston 
und Ellis 1991). Die Kriterien für dieses Grading finden sich in der Tabelle 1. 
 
 
Merkmal  Bewertung 
Formation in Gängen und Azini 
     Überwiegen des Tumors (>75%) 
     Moderate Abweichung (10-75%) 
     Kleine oder keine Abweichung (<10%)   
 
1 
2 
3 
Kernpleomorphismus 
     kleine, regulär uniforme Zellen 
     moderates Ansteigen von Größe      
     und Variabilität 
     markante Variationen 
 
 
1 
 
2 
3 
Mitotische Zahl 
     abhängig von der Größe des     
     Mikroskopfeldes 
 
 
1-3 
     
Tabelle 1. Semi-quantitative Methode des histologischen Gradings für Brustgewebe nach Ellston und 
     Ellis        
     
 
 
2.2.5 Lymphgefäß- und Gefäßinvasion 
 
 
Der Einbruch des Tumors in Lymph- und Blutgefäße ist für das Auftreten von 
Lokalrezidiven und Fernmetastasen von Wichtigkeit (Alitalo und Carmeliet 2002, He 
et al. 2004). Hierbei zeigt sich die Bedeutung des Tumoreinbruchs für die Prognose 
der Patienten (Hirakawa et al. 2003). Zum Beispiel bei der Untersuchung von nodal 
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negativen Patienten mit Lymphgefäß- und Gefäßeinbruch durch die International 
Breast Cancer Study Group zeigte sich ein Ansteigen des Rezidivrisikos von            
15 Prozent. Dieser Fakt bleibt unbeeinflusst davon, ob die Gabe einer perioperativen 
Chemotherapie erfolgte oder nicht (Neville et al. 1992). 
 
 
 
2.3 Faktoren mit prognostischer und prediktiver Aussagekraft 
beim Mammakarzinom 
 
 
 
2.3.1 Prognostischer und prediktiver Wert des Hormonrezeptor-
status 
 
Das Vorhandensein von Estrogen- und Progesteronrezeptoren im invasiven 
Mammakarzinom hat sowohl eine prognostische als auch eine prediktive Bedeutung 
für die Patienten (Kute et al. 2004). 
Um die prognostische Bedeutung herausarbeiten zu können, muss der Einfluss einer 
adjuvanten Hormontherapie ausgeschaltet werden. In der NSABP-Studie 06 wurden 
Patienten ohne adjuvante Therapie mit Mammakarzinom hinsichtlich des weiteren 
Krankheitsgeschehens nach Hormonrezeptorstatus untersucht (Fisher et al. 1988). 
Hierbei zeigte sich ein signifikanter Vorteil sowohl beim krankheitsfreien Überleben 
als auch beim insgesamten Überleben zugunsten der hormonrezeptorpositiven 
Patienten. Bei Untersuchungen mit längerem follow-up zeigte sich jedoch, dass 
dieser Vorteil nicht persistiert (Hisenbeck et al. 1998). Vielmehr konnte 
herausgearbeitet werden, dass die Gabe von Tamoxifen bei positivem 
Rezeptorstatus bei jeglichem Nodalstatus einen Benefit für die Patienten bringt 
(Fisher et al. 1998). 
Damit ergibt sich der Wert des Hormonrezeptorstatus vor allem als prediktiver Faktor 
für den Benefit durch den Einsatz von Antiestrogenen, da die prognostische 
Bedeutung zwar vorhanden, aber limitiert ist. 
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2.3.2 Prognostischer und prediktiver Wert des Her2/neu-Status und 
sich heute daraus ergebende therapeutische Konsequenzen 
 
 
 
Eine Reihe von Onkoproteinen und Wachstumsfaktoren wurden beschrieben. Hierzu 
gehört auch der Epidermale Wachstumsfaktor Rezeptor (EGFR). Von besonderer 
Bedeutung ist hier das Her2/neu Rezeptorprotein als ein Teil der 
Wachstumsfaktorrezeptorfamilie. Her2/neu ist in niedriger Konzentration  auch im 
normalen Brustgewebe nachweisbar. Die Überexpression beim invasiven Karzinom 
geht mit einer erhöhten Tumoraggressivität, einer erhöhten Rate an Rezidiven und 
einer erhöhten Mortalität bei nodal-positiven Patienten einher (Kronqvist et al. 2004). 
Retrospektive Analysen untersuchten die prediktive Rolle von Her2/neu  im Hinblick 
auf die Wirksamkeit von Zytostatika und endokriner Therapie. Verschiedene Studien 
zeigten Resistenz bei einer zytostatischen Therapie mit Alkylantien und Her2/neu-
Überexpression, bei einem follow-up über 20 Jahre konnte dies aber nicht bestätigt 
werden (Menard et al. 2001, Cook et. al 2001). 
Die therapeutische Bedeutung der Her2/neu-Überexpession besteht in dem heute 
möglichen Einsatz  von Trastuzumab. Trastuzumab ist ein zielgerichteter Antikörper 
gegen  das Her2/neu-Rezeptorprotein. Diese Überexpression liegt in etwa 15 - 20 % 
aller Mammakarzinome vor und ist durch eine Genamplifikation auf chromosomaler 
Ebene verursacht (Dietel et al. 2007). 
Durch den Einsatz von Trastuzumab ist bei Patienten mit einem metastasiertem 
Mammakarzinom eine deutliche Verlängerung des Überlebens zu beobachten (Iwata 
2007). 
Auch die positiven Ergebnisse der multinationalen HERA-Studie haben die 
Bedeutung  des Her2/neu-Status für die Prognose auch bei früher 
Mammakarzinomerkrankung gezeigt. Die HERA-Studie hat mit dem Nachweis einer 
Senkung des Rezidivrisikos um 46% bei Einsatz von Trastuzumab nach adjvanter 
Chemotherapie hier eindrucksvolle Ergebnisse gehabt (Piccart-Gebhart et al. 2005).  
Sowohl die Ergebnisse des Einsatzes des zielgerichteten Antikörpers beim 
metastasierten Brustkrebs als auch der adjuvante Einsatz zeigen den Stellenwert des 
Her2/neu-Rezeptorproteins  in der aktuellen Therapie des Mammakarzinoms und 
den sich daraus ergebenden Nutzen für die Patienten. 
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2.3.3 Prognostische und prediktive Aussagekraft der invasions-
assoziierten Proteine 
 
 
Weiterhin besteht die molekularbiologische Möglichkeit zur Bestimmung von 
invasions-fördernden Proteinen. Dieser Gruppe zugehörig sind die Cathepsine, 
speziell das Cathepsin B und D. Die Aussagefähigkeit zur prognostischen Bedeutung 
ist in Studien erwiesen worden. Der routinemäßige Einsatz im klinischen Alltag erfolgt 
jedoch nicht (Esteva und Hortobagyi 2004).  
Zur gleichen Gruppe gehören auch der Urokinase-type Plasminogen Aktivator (uPA) 
und sein Inhibitor PAI-I (Manders et al. 2004). Beide spielen ebenfalls bei der 
Tumorinvasion und Metastasierung eine Schlüsselrolle (Mazar et al. 1999, Durand et 
al. 2004). Sie wurden in Studien validiert und erreichen den höchsten level of 
evidence (Harbeck et al. 2004). Beide sind sowohl prognostisch als auch prediktiv 
signifkant. Nodal-negative Patienten mit niedrigem uPA/PAI I haben auch ohne 
systemische adjuvante Therapie ein  krankheitsfreies Überleben nach 5 Jahren von 
über 90%. Hingegen Patienten mit hohem uPA/PAI I-Spiegel haben ein deutlich 
höheres Rezidivrisiko (Harbeck et al. 2002).  
Den prediktiven Wert der uPA/PAI I-Spiegel zeigte die Analyse von Harbeck 
(Harbeck et al. 2002). Hier konnte nachgewiesen werden, dass Patienten mit  hoher 
Enzymaktivität einen deutlich größeren Vorteil von einer adjuvanten Chemotherapie 
hatten als solche mit einem niedrigen Wert. Da ein Untersuchungskit kommerziell 
verfügbar ist, ist ein Einsatz in der Routine möglich, jedoch momentan auf 
Ausnahmen beschränkt (Korkolis et al. 2004). Insgesamt muss man feststellen, dass 
der Nachweis von invasionsassoziierten Proteinen eine hohe Aussagekraft besitzt, 
aber nur einen kleinen Ausschnitt der Metastasierungskaskade darstellt.  
 
2.3.4 Prognostische und prediktive Aussagekraft von Proliferations-
markern und weitere molekularbiologische Faktoren 
 
Auf Grund der entscheidenden Verbesserungen der molekularbiologischen 
Techniken gibt es inzwischen eine Reihe von Proliferationsmarkern, bei denen ein 
Zusammenhang mit der Tumorprognose nachgewiesen werden konnte (Corandini 
und Daidone 2004, Noguchi et al. 2000).  
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Zu den modernen Markern gehören  Proteine der S-Phase Fraktion (Sutherland und 
Mushgrove 2004). In letzter Zeit ist hierbei insbesondere das Cyclin E in den 
Mittelpunkt der Forschung gerückt (Moroy und Geisen 2004).  Weitere Marker der 
Tumorproliferation, welche heute relativ häufig angewendet werden, sind Anitkörper 
gegen  Proliferationsantigene wie zum Beispiel gegen Ki – 67 (Buxant et al. 2002). 
Durch die intensive Untersuchung dieses Markers liegen ausreichend gesicherte 
Daten vor, die einen hohen level of evidence für den Einsatz generieren (Esteva und 
Hortobagyi 2004). Die Tumorproliferation kann durch weitere Marker gemessen 
werden. Solche sind zum Beispiel der mitotische Index, Thymidin labeling index, 
Mitosin, Topoisomerase II, weitere Cycline (PNCA, A, D) und DNA-Polymerase (Bilir 
et al. 2004, Daidone et al. 2004). Durch die intensive Forschung auf dem Gebiet der 
Molekularbiologie gibt es aktuell eine Vielzahl von Faktoren, die einen Aussagewert 
zur Prognose auch beim Mammakarzinom haben (Cavallaro und Christofori 2004, 
Cavallro et al 2002, Hirvonen et al. 2003). Eine Aufstellung einer Auswahl von 
weiteren Faktoren findet sich in Tabelle 2. 
  
Proliferationsmarker Mitotischer Index, Mitosin, Histone(H2,H3),TopoisomeraseII, 
DNA-Polymerase (alpha, delta), 
Invasionsassoziierte Proteine angiogenetische Faktoren und Inhibitoren (TIMP 1-4), Matrix-
Metallo-proteinasen (MMP-2,MMP-9 Stomelysin 3)                  
Wachstumsassoziierte/Onkoproteine HER-3, HER-4,TGF (beta-1, beta-2), IGF,IGFR,IGFBP, pS2 
Tumorsupressor Gene Drg-1,nm23, BTG  
Stress-Proteine hsp27, hsp70, hsp90  
 
Tab. 2 weitere molekularbiologische Prognosefaktoren 
 
In Studien konnte der Nachweis für die prognostische und prediktive Aussagekraft 
erbracht werden, jedoch erfolgte die Prüfung an meist relativ kleinen  Fallzahlen 
(Corandini und Daidone 2004, Jaquemier et al. 2000). Ein Einsatz im klinischen 
Alltag erscheint momentan noch nicht möglich.  
Der Wert der einzelnen molekularbiologischen Faktoren ist insgesamt unbestritten. 
Sie zeigen jedoch jeweils nur einen Aspekt in der komplexen Kaskade der 
Tumorbiologie. Ein leicht zu nutzender Marker, der große Anteile dieser Kaskade 
repräsentiert, ist derzeit noch nicht validiert.  
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2.3.5 Prognostischer und prediktiver Wert des Genetic Profiling 
 
 
 
Die bisherigen Untersuchungen zeigen, dass die Microarray-Analyse zur 
Identifizierung von Genexpressionsprofilen prognostischen und predikiven 
Aussagewert hat (Hunang et al. 2003). Unter Nutzung der Oligonucleotide - 
Microarrays gelang Vijver und Mitarbeitern die Klassifikation von insgesamt 295 
Patienten mit frühem Mammakarzinom anhand ihrer Genexpressionsstruktur in 
Gruppen mit guter und schlechter Prognose (van de Vijver et al. 2003). Im 10-Jahres-
Follow-up ließ sich die statistische Signifikanz der gewonnenen Daten für das 
krankheitsfreie Überleben und Gesamtüberleben nachweisen. Zusätzlich zur 
erweiterten prognostischen Aussage scheint eine Vorhersage des Therapieerfolges 
möglich. Anhand von prätherapeutischen Feinnadelaspirationspräperaten wurden 
Microarray-Analysen durchgeführt. Es konnte daraus ein genetisches Profil 
identifiziert werden, durch welches eine komplette pathologische Remission bei 
neoadjuvanter Chemotherapie vorherzusagen möglich  war (Pusztai et al. 2003). 
Insgesamt scheint im genetic profiling eine Methode zu bestehen, die die 
prognostische und prediktive Genauigkeit deutlich verbessern kann. Um einen 
Routineeinsatz zu ermöglichen, ist aber eine Überprüfung in prospektiv-
randomisierten Studien mit großen Fallzahlen erforderlich (Brice 2004). Nur hierbei 
kann der Beweis für die Aussagekraft zweifelsfrei erbracht werden. 
Eine weitere Variante mit prognostischer Bedeutung sind die Basalzell-ähnlichen 
Karzinome. Diese stellen einen Subtyp der invasiven Karzinome dar, welche sich 
durch spezielle Genexpressionsprofile identifizieren lassen (Sorlie, 2001). 
Immunophenotypisch sind diese Karzinome durch eine „Triple-Negativität“ 
gekennzeichnet. Diese „Triple - Negativität“ ist durch eine Negativität der Estrogen-, 
Progesteron- und Her2/neu-Rezeptoren charakterisiert. Zudem ist der Nachweis von 
basalem Cytokeratin (CK5/6, CK 14, CK 17) positiv (Nielsen 2004, Livasy 2005). 
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2.4 Prognostische Bedeutung der Angiogenese  
 
 
Das Wachstum eines Tumors ist von seiner Versorgung abhängig (Leek 2001). 
Bereits 1966 beschrieb Folkman den im Tiermodell erbrachten Beweis für diese 
Aussage. Das Tumorwachstum sistiert ab einer Größe von 2 mm wenn das Gewebe 
nicht perfundiert wird (Folkman et al. 1966). Der Schluss aus dieser Beobachtung 
war, dass Tumoren darüber hinaus nur weiter an Größe zunehmen können, wenn sie 
durch Blutgefäße versorgt werden. Auf Grund der Untersuchungen verschiedener 
Arbeitsgruppen konnte diese Theorie bereits Anfang der 70’er Jahre bestätigt werden 
(Folkman 2003). Dadurch wurde der Beweis erbracht, dass das Tumorwachstum 
vom Vorhandensein einer Angiogenese abhängig ist. Die Expansion des Tumors 
über eine Größe  von etwa 106 Zellen führt zu einer Induktion von neuen kapillaren 
Blutgefäßen. Diese ermöglichen es den Tumorzellen, Anschluss an den Blutkreislauf 
zu bekommen. Die Induktion der Angiogenese wird durch spezifische Moleküle 
(proangiogenic proteins) unter Einbeziehung von Makrophagen vermittelt (Folkman 
2002). Mit dem Erreichen des Blutgefäßsystems hat der Tumor die Möglichkeit des 
exzessiven Wachstums und kann potentiell metastasieren (Fox et al. 2001; Rice und 
Quinn 2002). Es ergibt sich eine Einteilung des Tumorwachstums in eine 
prävaskuläre und vaskuläre Phase (Martin et al. 1997). Untersuchungen bei 
verschiedenen Tumorentitäten (Cervixkarzinom, Karzinom der Harnblase) zeigten, 
dass die prevaskuläre Phase über Jahre persistieren kann und mit einem limitierten 
Tumorwachstum assoziiert ist, in der eine Metastasierung unwahrscheinlich ist 
(Weidner et al. 1991). Daher ergibt sich die Bedeutung des Eintretens in die 
vaskuläre Phase. Dieser Fakt ist für alle Tumortypen essentiell (Bamberger und 
Perett 2002; Vermeulen et al. 1995, Jaeger et al. 1995, Liang et al. 2004).  Weidner 
und Mitarbeiter untersuchten die Beziehung zwischen Angiogenese und 
Metastasierung speziell am Mammakarzinom intensiv. Als Indikator für die 
Angiogenese wurde die Mikrogefäßdichte (microvessel density) eingeführt. Die 
Mikrogefäßdichte scheint bei allen Tumorentitäten eine hohe prognostische 
Aussagekraft zu haben (Prall et al. 2003; Alitalo 2002). Auf Grund der engen 
Korrelation zwischen einer erhöhten Mikrogefäßdichte und vermehrtem Nachweis 
von Lymphknoten- und Fernmetastasen konnte ein signifikanter und prognostisch 
relevanter Indikator für das Mammakarzinom dargestellt werden (Weidner et al. 
  2. Einleitung 
  14
1991; Weidner et al. 1992). Dieser Marker ist allgemein eingeführt und akzeptiert 
(Sauer und Deissler 2003). Durch die prognostische Relevanz der Angiogenese 
ergibt sich die Möglichkeit von therapeutischen Ansätzen (Ellis et al. 2001; Nilson et 
al. 2001; Borsi et al. 2003). Der  Einsatz von antiangiogenen Substanzen erscheint 
zum jetzigen Zeitpunkt als hoffnungsvolle Option in der zukünftigen Karzinomtherapie 
(Folkman 2003).  
 
 
 
2.5  Prognostische Relevanz der Lymphangiogenese  
 
 
Intensive Untersuchungen haben den Beweis für die Wichtigkeit der vaskulären 
endothelialen Wachstumsfaktoren-Fraktion (VEGF) bei der Angiogenese erbracht 
(Risau 1997, Dales et al. 2004). Die Signaltransduktion von VEGF erfolgt über zwei 
Tyrosinkinase-Rezeptoren, den VEGFR-1 und den VEGFR-2. Beide sind 
hauptsächlich, aber nicht ausschließlich, an Gefäßendothelzellen exprimiert. An 
lymphatischen Endothelien findet sich ein weiterer VEGF-Rezeptor, der VEGFR-3. 
Liganden für den VEGFR-3 sind nur VEGF-C und VEGF-D. Diese spielen eine 
entscheidende Rolle bei der wachstums- und tumorassoziierten Lymphangiogenese 
und lymphatischen Metastasierung (Plate 2001, Cunnick et al 2002, Ji und Kato 
2003, Dales et al 2004). Untersuchungen am Tiermodell bestätigten die These, dass 
Tumoren in der Lage sind, eine eigene Lymphangiogenese zu aktivieren (Mandriota 
2001; Stacker et al. 2002).  Da das lymphatische System einer der Hauptwege der 
Tumordissemination ist, kommt diesem Fakt eine entscheidende Bedeutung zu (Tille 
et al. 2004, Evoric et al. 2003). Fraglich ist, ob das Tiermodell auch auf den 
Menschen übertragen werden kann. Jedenfalls besteht eine enge Korrelation 
zwischen hohen VEGF-Spiegeln in menschlichen Primärtumoren und einer erhöhten 
Rate an Lymphknotenmetastasen (Nisato et al. 2003, Beasley et al. 2002). Dieses 
trifft auch für das Mammakarzinom zu (Jaquemier et al. 2000). Auf Grund der 
Ergebnisse der molekularbiologischen Forschung rückt die Erforschung der Prozesse 
der Lymphangiogenese in den Mittelpunkt des Interesses (Cunnick et al. 2002, Reis-
Filho und Schmitt 2003). Die Signifikanz der Angoigenese für die Tumorprogression 
und Prognose der Patienten insgesamt ist gut dokumentiert und allgemein 
  2. Einleitung 
  15
anerkannt. Für die Lymphangiogenese steht die Evaluierung noch aus. Von 
entscheidendem Nutzen für die weitere Erforschung ist die Möglichkeit der isolierten 
Darstellung von Lymphgefäßen (Karkkainen und Alitalo 2002,Karkainen et al. 2002). 
Grundvoraussetzungen zur weiteren Untersuchung von lymphatischen Endothelien 
ist die Verfügbarkeit von immunhistochemischen Markern (Kahn et al 2002, Kahn 
und Marks 2002). Dazu gehört unter anderem Podoplanin (Birner et al. 2000). 
Kommerziell verfügbar sind der polyklonale Antikörper LYVE-1 und der monoklonale 
Antikörper D2-40.  Das Anfärbungsverhalten beider Antikörper wurde bei 
verschiedenen Gewebearten geprüft und validiert (Kaiserling 2004, Banerji et al. 
1999, Kahn et al. 2002). Für die Darstellung von Lymphgefäßen im Mammakarzinom 
wurde bisher vor allem der Marker LYVE-1 verwendet (Jackson et al. 2001, Cunnick 
et al. 2002, Kato et al. 2005). Die Bedeutung der Lymphangiogenese speziell für das 
Mammakarzinom ist inzwischen ebenfalls untersucht worden (William et al. 2003, 
Vleugel et al. 2004). Eine Nutzung der neuen Antikörper in Kombination zur 
Darstellung von Lymphgefäßen erfolgte hierbei nicht, folglich ist für das 
Mammakarzinom  auch eine vergleichende Wertung nicht verfügbar. 
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3. Aufgabenstellung 
 
 
 
 
 
Ziel der Dissertation ist die Untersuchung der immunhistochemischen Markierung 
von Lymphgefässen im Gewebe der Mamma bei benignen und malignen 
Veränderungen unter Nutzung von zwei allgemein verfügbaren Antikörpern gegen 
Lymphendothelzellen. Folgende Fragen bzw. Zusammenhänge sollen analysiert 
werden: 
 
 
 
1. Ist der polyklonale Antikörper LYVE 1 und  der monoklonale Antikörper D2-40 
zur Darstellung von Lymphgefäßen im Mammakarzinom, bei benignen Läsionen 
des Brustgewebes und im normalen Mammagewebe geeignet? Werden alle 
histologisch erkennbaren Lymphgefäße durch die Antikörper markiert? Besteht 
eine zusätzliche Detektion von nicht-lymphoendothelialen Zellen? 
 
 
 
2. Liegt bei Mammakarzinomen mit synchroner Metastasierung in die axillären 
Lymphknoten und standardisiertem pT-Status eine geänderte Dichte der 
Lymphgefäße im Vergleich zu nodalnegativen Karzinomen vor? Ist der 
Nachweis der Lymphangioneogenese unter Adaptation des von der 
Angioneogenese bekannten Verfahrens (Weidner et al. 1991) mit den 
Antikörpern LYVE 1 und D2-40 möglich? 
 
 
 
3. Ist es in Analogie zur Bestimmung der microvessel density möglich, die 
Lymphgefäßdichte im Mammakarzinom als Prediktor zur Vorhersage des 
Risikos auf eine nodale Metastasierung im Bereich der Axilla zu nutzen? 
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4. Besteht bei den Antikörpern LYVE 1 und D2-40 ein Unterschied hinsichtlich  des 
Anfärbungsverhaltens der Lymphgefässe und der Anzahl der angefärbten 
Lymphgefässe? Ist das Färbungsverhalten von nichtlymphatischen Strukturen  
vergleichbar?   
 
 
5. Ist der Nachweis von Lymphgefässen in Fibroadenomen möglich? Ergeben sich 
daher bei Karzinomen, die auf das Fibroadenom beschränkt sind, Möglichkeiten 
einer auf die Tumorbiologie abgestimmten Therapie?  
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4.  Material und Methoden 
 
 
4.1 Gewebsmaterial 
 
 
Die untersuchten Präparate entstammen sämtlich aus dem Einsendegut des 
Institutes für Pathologie des Helios Klinikum Erfurt. Der Einsendezeitraum lag 
zwischen Juli 2003 und Mai 2004. Das Gewebe wurde unmittelbar nach Entnahme 
und Eingang in dem Labor für die weitere Bearbeitung aufbereitet. 
Untersucht wurden Gewebeproben von 100 Patientinnen und zwei Patienten 
männlichen Geschlechts. Ausgewertet wurden 22 benigne Läsionen (Mastopathien, 
Fibroadenome, Phylloidestumor), 3 ductale Carcinoma in situ (DCIS),                      
1 Milchgangspapillom, 50 invasiv ductale, 18 invasiv lobuläre, 3 tubuläre, 2 papilläre 
und 2 medulläre Mammakarzinome, sowie ein apokrines Mammakarzinom. Eine 
grafische Aufbereitung findet sich in Abbildung 1. 
Die Klassifikation erfolgte anhand der aktuellen WHO-Klassifikation der Brusttumoren 
(Tavassoli und Deville 2003). 
 
22
4
50
18
3 2 2 1
benigne Lasionen
DCIS/Milchgangpap.
inv. duct. Ca
inv. lob. Ca
tub. Ca
pap. Ca
med. Ca
apokrines Ca
 
 Abb.1 Aufstellung entsprechend Diagnose 
 
 
Der Einschluss der Proben in die Untersuchung erfolgte konsekutiv anhand des 
Eingangs in das Labor. Die Spanne der Altersverteilung lag zwischen 16 Jahren 
(Patientin mit einem Fibroadenom) und 89 Jahren (Patientin mit einem invasiv-
ductalen Karzinom) eine genaue Altersverteilung findet sich in Abbildung 2.   
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      Abb. 2 Darstellung der Altersverteilung 
 
 
 
 
4.2 Konventionelle Histologie 
 
 
4.2.1 Paraffineinbettung/ HE- Färbung 
 
 
Das Gewebe wurde am Tag der Entnahme in 4% PBS-gepuffertem Paraformaldehyd 
für mindestens 4 h fixiert. Die Einbettung erfolgte in Histo-Comp (Vogel) im 
Einbettautomaten Tissue-Tek der Firma Sakura. Zur histologischen Bewertung der 
Präparate, insbesondere der Kern/Plasma-Differenzierung, wurde eine Hämalaun-
Eosin (H&E)-Färbung durchgeführt. Vom eingebetteten Material wurden 2-3 µm 
starke Paraffinschnitte angefertigt (Schlittenmikrotom HM 400, Microm), 25 min bei 
60° C im Umluftofen getrocknet (TDO 66, medite) und wie nachfolgend beschrieben 
entparaffiniert: 
3x Xylol für je 5 min, 2x Alkohol 100 % für je 5 min, 1x Alkohol 96 % für 5 min, 1x 
Alkohol 70 % für 5 min, 2x Aqua destillata für je 5 min.. Unmittelbar danach erfolgte 
die Kernfärbung in Hämalaun nach Meyer für 20 min, dann Spülen in Aqua dest. und 
Bläuen unter fließendem Wasser. Anschließend erfolgte die Färbung in Eosin G-
12
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2226
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8
bis 40 Jahre
> 40 - 50 Jahre
> 50 - 60 Jahre
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>70 - 80 Jahre
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Lösung (Merck) für 3 min. Abschließend wurden die Präparate in 70 % Ethanol  
gespült, über eine aufsteigende Alkoholreihe in Xylol überführt und in neutralem 
Kanadabalsam eingedeckt.  
 
 
 
4.3 Diagnosestellung 
 
 
 
 
Die Stellung der Diagnose erfolgte am H&E-gefärbten Präparat durch einen Facharzt 
für Pathologie. Weitergehende immunhistochemische Verfahren wurden bei unklarer 
Diagnose in diesem Stadium veranlasst. Die Diagnose wurde in jedem Fall durch 
eine unabhängige zweite Befundung bestätigt. Die Klassifikation der malignen 
Tumoren erfolgte anhand der aktuell gültigen TNM-Klassifikation für maligne 
Tumoren (Wittekind et al. 2002). Die Einteilung erfolgte entsprechend. Die 
Klassifikation wurde in den Tabellen 3 – 5 dargestellt. 
 
 
 
 
 
 
 
Primärtumor (pT) 
pT X Primärtumor kann nicht beurteilt werden 
pT0 Kein Anhalt für Primärtumor 
Tis Carcinoma in situ 
pT1 Tumor </= 2 cm (in seiner größten Ausdehnung) 
pT1a Tumor < 0,5 cm 
pT1b Tumor 0,5 – 1,0 cm 
pT1c Tumor 1,0 – 2,0 cm 
pT2 Tumor 2,0 – 5,0 cm 
pT3 Tumor > 5,0 cm 
pT4 Tumor jeder Größe mit Ausdehnung auf Brustwand oder Haut 
pT4a Ausdehnung auf die Brustwand 
pT4b Vorhandensein von Hautödem, Ulzeration der Haut, 
Satellitenmetastasen der Haut der ipsilateralen Brust 
pT4c Kriterien von T4a und T4b gemeinsam 
pT4d Inflammatorisches Karzinom 
 
Tab.3  pT-Kriterium (nach Wittekind et al..2002) 
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Regionäre Lymphknoten (pN) 
pNx Regionäre Lymphknoten können nicht beurteilt werden 
pN0 Keine regionalen Lymphknotenmetastasen 
pN1 Metastasen in 1-3 ipsilateralen axillären Lymphknoten 
und/oder in ipsilateralen Lymphknoten entlang der A. 
mammaria int. mit mikroskopischen Metastasen, die bei der 
Sentinellymphknoten-Dissektion entdeckt wurden aber klinisch 
unauffällig waren 
            pN1a Metastasen in 1-3 ipsilateralen axillären Lymphknoten (mind. 
einer >2mm) 
            pN1b Metastasen in ipsilateralen Lymphknoten entlang der A. 
mammaria int. mit mikroskop. Metastasen, die bei der 
Sentinellymphknoten-Dissektion entdeckt wurden, jedoch 
klinisch unauffällig 
pN1c Kriterien wie bei pN1b sowie Metastasen in 1-3 ipsilateralen 
axillären Lymphknoten 
pN2 Metastasen in 4-9 ipsilateralen axillären Lymphknoten oder in 
klinisch auffälligen ipsilateralen Lymphknoten entlang der A. 
mammaria int. bei Fehlen axillärer Lymphknoten 
pN2a Mindestens eine Metastase > 2 mm 
pN2b Metastasen in klinisch auffälligen ipsilateralen Lymphknoten 
entlang der A. mammaria int. bei Fehlen axillärer Lymphknoten
pN3 Metastasen in mind. 10 ipsilateralen axillären Lymphknoten; 
oder in ipsilateralen infraklavikulären Lymphknoten; oder in 
klinisch auffälligen Lymphknoten entlang der A. mammaria int. 
bei Vorliegen von mind. einem positiven axillären 
Lymphknoten; oder in mehr als 3 axillären Lymphknoten mit 
klinisch negativen, mikroskopischen Metastasen in 
Lymphknoten entlang der A. mammaria int.; oder in 
ipsilateralen supraklavikulären Lymphknoten 
pN3a Metastasen in mind. 10 ipsilateralen axillären Lymphknoten 
(mind. einer > 2 mm) oder in ipsilateralen infraklavikulären 
Lymphknoten 
pN3b Metastasen in klinisch auffälligen Lymphknoten entlang der A. 
mammaria int. bei Vorliegen von mind. einem positiven 
axillären Lymphknoten; oder Metastasen in mehr als 3 axillären 
Lymphknoten entlang der A. mammaria int. mit 
mikroskopischen Metastasen, die durch Sentinellymphknoten-
Dissektion entdeckt wurden, aber nicht klinisch unauffällig 
pN3c Metastasen in ipsilateralen supraklavikulären Lymphknoten 
 
Tab.4  pN-Kriterium (nach Wittekind et al. 2002) 
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Fernmetastasen (pM) 
pMx Vorliegen von Fernmetastasen kann nicht 
beurteilt werden 
pM0 Keine Fernmetastasen 
pM1 Fernmetastasen 
 
Tab.5 pM-Kriterium (nach Wittekind et al..2002) 
 
Alle benignen Befunde wurden klinischerseits nicht weiter verfolgt. Bei in-situ- 
Läsionen  erfolgte eine R 0-Resektion mit definiertem Sicherheitsabstand. 
Bei allen Befunden mit einer Invasion des Tumors erhielten die Patienten eine 
brusterhaltende chirurgische Therapie einschließlich Axillaclearence. In den Fällen 
bei denen Brusterhalt nicht möglich war, wurde eine Ablatio mammae mit axillärer 
Lymphonodektomie durchgeführt. Die Sentinel-Lymphknotenbiopsie wurde für die 
Studie ausgeschlossen. Die axilläre Lymphonodektomie umfasste in allen Fällen die 
Level I und II, mindestens jedoch 10 Lymphknoten (Fisher et al. 1981, Am Soc Clin 
Oncol. 1998, Somner et al.2004). Die Zahl der befallenen Lymphknoten ging bei der 
Untersuchung nicht entsprechend der aktuellen WHO-Klassifikation ein. Eine 
Adaptation erfolgte wie folgend. Der Nodalstatus ohne Lymphknotenbefall wurde als 
pN0 bewertet, metastatisch befallene Lymphknoten, gleich in welcher Anzahl, 
wurden als pN1 gewertet. 
Eine Aufstellung der Ausbreitungskriterien und des Nodalstatus beinhalteten die Abb. 
3 und 4.  
 
 
pT-Kategorie
54
17
3 2
T1
T2
T3
T4
    
pN - Kategorie
52
24
N 0
N +
 
 Abb.3 Anzahl der Patienten nach  pT-Kategorie         Abb.4 Anzahl der Patienten nach  pN-Kategorie 
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Anschießend wurde die weitere immunhistochemische Aufarbeitung veranlasst. 
 
4.4 Immunhistochemie 
 
 
4.4.1 Immunhistochemische Technik- (LSAB-Methode) 
 
 
Für die immunhistochemische Untersuchung wurden Paraffinschnitte von in 4 % 
Formalin fixiertem Gewebe in der Stärke von 2 – 3 µm angefertigt. Die Einbettung 
und Entparaffinierung erfolgte wie unter 4.2.1 beschrieben. Nach der 
Entparaffinierung  erfolgte die spezielle Vorbehandlung für die Immunhistochemie. 
Dieser Prozess ist wegen des erforderlichen Qualitätsmanagements durch die Firma  
DakoCytomation standardisiert. Hierfür wurde der ChemMateTM Detection Kit, 
Alkaline Phosphatase/RED, Rabbit/Mouse in Kombination mit dem DakoCytomation 
Autostainer verwendet. 
Zunächst wurden die Schnitte für 30 min im Dampfgarer in Target Retrieval Solution 
(DakoCytomation, Dänemark) bei einem pH-Wert von 6,1 gekocht. Dann erfolgte das 
Abkühlen für 20 Minuten. Die Blockierung der endogenen Phosphatase erfolgte 
durch den Zusatz von ChemMateTM Levamisole zum ChemMateTM AP Substrate 
Buffer vor dem Zufügen von ChemMateTM Chromogene Red 1, Red 2 und Red 3 für 
jeweils 8 min. Die verwendeten primären Antikörper und deren Verdünnung ist aus 
Tabelle 6 zu ersehen. Der ChemMateTM Detection Kit, Alkaline Phosphatase/RED, 
Rabbit/Mouse basiert auf einer indirekten Streptavidin-Biotin-Methode. Hierbei 
reagiert das biotinylierte Antikörperreagenz gleich gut mit Kaninchen- und 
Mausimmunglobulin. Dies erfordert nur die Anwesenheit eines sekundären Reagenz 
für primäre Kaninchen- und Mausantikörper. Das sekundäre Antikörperreagenz 
wurde unter Verwendung eines mit 7 Atomen besetzten Spacer-Arms mit Biotin 
markiert. So ist es möglich, dass jedes biotinylierte Antikörpermolekül mit eigenen an 
alkalische Phosphatase konjugierten Streptavidinmolekülen reagieren kann. Die 
angefärbten Gewebeschnitte wurden nach Entnahme aus dem DakoCytomation 
Autostainer mit einer Gegenfärbung mit DakoCytomation Hematoxilin für 20 
Sekunden unterzogen, dann Bläuen unter Leitungswasser. Abschließend wurden die 
Präparate in 70 % Ethanol gespült, über eine aufsteigende Alkoholreihe in Xylol 
überführt und in neutralem Kanadabalsam eingedeckt. Die gesamte Aufarbeitung 
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erfolgte entsprechend dem Protokoll der Firma DakoCytomation (DakoCytomation; 
2004). 
 
 
 
 
 
4.4.2 Primäre Antikörper und histologische Beurteilung der 
untersuchten Gewebsproben 
 
 
 
Die für die Immunhistochemie eingesetzten primären Antikörper sind in der Tabelle 6 
aufgeführt. 
 
 
Antigen   
 
Klon 
 
Verdünnung Bezugsquelle Referenz 
Lymphatisches 
Endothel 
D2-40 
monoklonal 
1 : 50 Signet, USA Kahn et al. 2002 
LYVE 1 
Lymphatisches 
Endothel 
polyklonal 1 : 40 DCS, Hamburg Banerji S et al. 
1999 
CD 31 JC70A 
monoklonal 
1: 200 DAKO, 
Dänemark 
Yan et al. 1995 
α-glatt-
mukuläres 
Aktin  
1A4 
monoklonal 
1: 300 DAKO, 
Dänemark 
Skalli et al. 1986 
 
Tab. 6  Angewendete Antikörper 
 
 
 
Die Diagnosestellung erfolgte jeweils am H&E- gefärbtem Praffinschnitt. Die  
unmittelbar anschließenden Schnitte des paraffinfixierten Gewebeblockes wurden für 
die immunhistochemischen Färbungen verwendet.  
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4.5 Quantitative Bewertung der lymphatischen Mikrogefäßdichte 
 
 
Die Durchführung der Immunhistochemie erfolgte wie beschrieben nach 
Diagnosestellung sowohl bei den benignen als auch bei den malignen Befunden.  
Anschließend erfolgte die mikroskopische Beurteilung der Präparate in Anlehnung an 
das von Weidner beschriebene Verfahren (Weidner et al. 1991). 
Zunächst wurde im korrespondierenden H&E-Schnitt nochmals die histologische  
Diagnose geprüft. Anschließend erfolgte die Beurteilung des mit dem Antikörper D2-
40 gefärbten Präparates. Hierbei wurde zuerst das Präparat in der 
Lupenvergrößerung betrachtet und der Bereich mit den meisten angefärbten 
Lymphgefäßen identifiziert. Dieser wurde als lymphangiogenic hot-spot gewertet. 
Dieser hot spot wurde anschließend in einer 200-fachen Vergrößerung eingestellt. 
Die Auszählung der Lymphgefäße erfolgte im Gegensatz zu dem von Weidner 
beschriebenen Verfahren in nur einem Sichtfeld. Die beschriebene Prozedur ist auf 
Grund der differenten Situation bei der Lymphgefäßentstehung zu dem von Weidner 
beschriebenen Verfahren zum Nachweis der Angioneogenese (Weidner et al. 1991; 
Weidner et al. 1992) adaptiert worden. Die Beurteilung aller Schnitte einer Färbung 
erfolgte hintereinander. Auffälligkeiten, wie die Anfärbung von nicht dem 
lymphatischen System zuzuordnenden Strukturen, wurden hierbei ebenfalls 
miterfasst. 
Das Vorgehen mit den LYVE-1 gefärbten Präparaten erfolgte analog. Bei allen 
Schnitten die keine Anfärbung von Lymphgefäßen in der region of interest zeigten, 
wurde um einen methodologischen Fehler auszuschließen, ein zweiter Schnitt mit 
der entsprechenden Färbung angefertigt und analog dem oben beschriebenen 
Procedere beurteilt. 
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4.6 Statistische  Auswertung 
 
 
Zur Überprüfung der statistischen Wertigkeit erfolgte die Eingruppierung 
entsprechend der histologischen Diagnose. In diesen Gruppen wurden jeweils für 
den Antikörper D 2-40 und LYVE-1 aus den erhobenen Werten der Mittelwert und die 
Standardabweichung bestimmt. Um eine statistische Aussage treffen zu können, 
wurden die Werte zudem mit Hilfe von statistischen Verfahren auf ihre Wertigkeit 
geprüft. Es wurde davon ausgegangen, dass im vorliegenden Zahlenmaterial keine 
Normalverteilung besteht. In diesem Fall wäre die Nutzung des t-Test-Verfahrens 
erforderlich gewesen. Da jedoch in den beiden Gruppen eine gleiche Variabilität 
vorhanden ist und unverbundene Stichproben vorlagen wurde zum einen ein linear-
nichtparametrisches Prüfverfahren angewendet. Zur Anwendung kam der U-Test 
nach Wilcoxon, Mann und Whitney. 
Dieser Test nutzt Rangplätze und Rangplatzsummen (Harten et al. 1994). 
Zusätzlich wurden die gewonnenen Werte mittels des Median-Tests nach Dixon und 
Mood geprüft, um die Ergebnisse des U-Tests zu unterstreichen. Das hier gewählte 
Testverfahren ist besonders für relativ kleine Stichproben, wie in der vorliegenden 
Untersuchung vorhanden, geeignet (Harten et al. 1994). Das Signifikanzniveau 
wurde mit p</= 0,05 festgelegt. 
Die Werteangaben von Mittelwert und Standardabweichung wurden gemäß 
mathematischer Regeln auf zwei Stellen nach dem Komma gerundet. 
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4.7 Verzeichnis der Puffer-und Farblösungen 
 
 
4.7.1 Hämalaun nach Meyer 
 
 
 
- 2,5 g Hämatoxylin  
- 0,5 g Natriumjodat 
- 125 g Aluminiumkaliumsulfat – Dodecahydrat 
- 125 g Chloralhydrat 
- 2,5 g Acidum citricum 
- auf 2500 ml mit Aqua dest. auffüllen 
 
Der Ansatz wird dann 14 Tage zur Reifung ruhen gelassen.  
 
 
 
 
 
 
4.7.2 PBS (Phosphat gepufferte Kochsalzlösung) 
 
- 8 g NaCl 
- 0,2 g KCl 
- 1,15 g Na2HPO4 . 2H2O 
- 0,2 g KH2PO4 
- auf 1000 ml mit Aqua dest. auffüllen 
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5.  Ergebnisse 
 
5.1  Eignung der Antikörper zur Erfassung von Lymphgefässen in              
        der Mamma       
 
Die Antikörper D2-40 und LYVE-1 wurden auf ihre Anwendbarkeit zur Identifikation 
von Lymphgefäßen im Brustgewebe geprüft. Die Untersuchung wurde auf die 
Verteilung von Lymphgefäßen an nichtneoplastisch, das heißt mastopathisch 
veränderten Gewebsproben durchgeführt. 
Die Identifizierung von Lymphgefäßen erfolgte im mastopathisch veränderten 
Gewebe im H&E-Schnitt aus dem histologischen Kontext heraus. Zusätzlich erfolgte 
eine Überprüfung mit dem Antikörper gegen CD31 zur Abgrenzung gegen 
Blutgefäße. Am korrespondierenden immunhistochemisch gefärbten Präparat wurde 
die Anfärbung  der lymphatischen Strukturen mittels der Antikörper D2-40 und LYVE-
1 kontrolliert. Abbildung 5 zeigt einen solchen Serienschnitt. 
     
 
 
            a             b 
 
             c             d  
Abb.5 Lymphgefäßdarstellung in nichtneoplastisch verändertem Brustgewebe (Serienschnitt) 
a) H&E Färbung b) Immunhistochemie mit Antikörper D2-40  c) Immunhistochemie mit dem 
Antikörper LYVE-1 d) Immunhistochemie mit dem Antikörper 1A4 zur Darstellung des α-
glattmuskulären Aktins                                                                     
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Dabei ließen sich die vorher im H&E-Schnitt dem lymphoendothelialem System 
zugeordneten Strukturen eindeutig identifizieren.  
Im Falle der Invasion von Tumorzellen in Lymphgefäße, konnten diese ohne 
Schwierigkeiten identifiziert werden. In der Abb.6 wird ein Fall mit lymphangischer 
Tumorinvasion dargestellt. 
 
 
 
 
a           b 
 
Abb.6  Lymphgefäßdarstellung in invasiv-duktalen Karzinomen der Mamma  
a) H&E Färbung, b) Immunhistochemie mittels Antikörper D2-40, jeweils Pfeilmarkierung der  
      lymphangischen Karzinosen 
    
 
 
 
 
Mittels des Antikörpers D2-40 konnten alle Lymphgefässe identifiziert werden, die 
auch aus dem histologischen Kontext heraus nachzuweisen waren. Im 
Nachweisverfahren mittels des Antikörpers LYVE-1 war es nicht möglich, alle im 
H&E-Schnitt und mit D2-40-gefärbten Schnitten gesehenen lymphatischen Strukturen 
zu identifizieren. Daher muss festgestellt werden, dass LYVE-1 nur einen Teil der 
Lymphgefässe im Mammaparenchym markiert.  
Die Synopsis der Auswertung gestattet die Feststellung, dass es mit der applizierten 
Methodik möglich ist, die Darstellung von Lymphgefäßen im Brustgewebe mit den 
Antikörpern D2-40 und LYVE-1 durchzuführen. 
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5.2  Kreuzreaktionen der Antikörper 
 
5.2.1  Kreuzreaktionen des Antikörpers D2-40 mit nichtlympho- 
endothelialen Strukturen des Mammaparenchyms und der  
anhaftenden Dermis 
 
Bei der mikroskopischen Untersuchung der Mammabioptate  zeigte sich neben der 
Anfärbung der lymphoendothelialen Strukturen auch die Mitreaktion von weiteren 
nicht-lymphoendothelialen  Strukturen. 
Ausführungen zur quantitativen Bewertung der markierten und nichtmarkierten 
lymphoendothelialen Strukturen erfolgen im Kapitel 6.3.. 
Eine deutliche Mitreaktion ist bei myoepithelialen Strukturen zu beobachten. Diese 
myoepithelialen Strukturen finden sich als basale Zellen der Milchgänge und Azini. 
Im Bereich des Brustdrüsenstroma kommt es vor allem zu einer starken Mitreaktion 
von Myofibroblasten. Der Zellleib der spindeligen Stromazellen mit einem schwach 
eosinophilem Zytoplasma im H&E-Präparat ist in der D2-40-Immunreaktion kräftig 
und komplett angefärbt. Die markierten Myofibroblasten sind sowohl als positive 
Einzelzellen als auch gruppiert, insbesondere in Mastopathieformen mit 
sklerosierenden Veränderungen im Stroma, erkennbar. Diese Kreuzreaktion ist in der 
Abbildung 7 dargestellt. 
 
 
Abb.7 Nichtneoplastisch verändertes (mastopathisches) Brustdrüsengewebe mit positiver Makierung  
           der Myoepithelien (Immunhistochemische Reaktion mit  dem Antikörper D2-40) 
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An einem Teil der Myofibroblasten des Karzinomstroma fällt eine kräftige Markierung 
mit D2-40 auf. Die Interpretation der Antikörper D2-40-positiven Stromazellen als 
Myofibroblasten wurde durch eine Markierung des alpha-glattmuskulären Aktin im 
Serienschnitt, wie in Abbildung 6 ersichtlich, belegt. 
 
 
 
 
     a                b 
Abb.8   invasiv-duktales Mammakarzinom mit positiver Reaktion der Myofibrblasten am 
korrespondierenden histologischen Präparat, immunhistochemische Reaktion  
a) Antikörper D2-40  b) Antikörper ASMA       
 
 
 
Finden sich Strukturen der Epidermis im Mammabioptat, so fällt eine starke 
Mitreaktion der Basalzellen des Plattenepithels auf. In der Abbildung 9 finden sich im 
Bereich der anhaftenden Dermis eine Inflitration durch das organtypische invasiv-
duktale Karzinom (rechts unten). In der Mitte zeigen sich einige markierte 
Lymphgefäße, zusätzliche kommt es zu einer falschpositiven Darstellung der 
Basalzellen der Epidermis.  
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Abb.9 Basale Keratinozytenzellen der Haut falschpositiv markiert, welche durch ein invasiv- 
          duktales  Karzinom (rechts unten) infiltriert ist; daneben Darstellung von Lymphgefässe 
          (Immunhistochemischer Serienschnitt mit dem Antikörper D2-40) 
 
In der analysierten Fallstudie war in der Nachbarschaft eines ductalen Carcinoma in 
situ (DCIS) vom intermediären Typ eine lymphatische Invasion nachweisbar (siehe 
Abb.10). 
 
 
                Abb.10  DCIS vom intermediären Grad, in der Nachbarschaft der intraductalen  Karzinom- 
  Formationen mit lymphatischen Gewebe; im lymphatischen Gewebe sind positive  
  Einzelzellen sichtbar, die aus dem histologischen Kontext als Retikulumzellen be- 
  nannt werden (Pfeilmarkierung) immunhistochemische Markierung durch Antikörper  
  D2-40   
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Im neuformierten lymphatischen Gewebe des DCIS ließ sich eine Kreuzreaktion mit 
dem Antikörper D2-40 nachweisen. Der Position nach und dem Zellbild 
entsprechend, werden diese Zellen als Retikulumzellen des lymphatischen Gewebes 
angesprochen. 
 
 
5.2.2  Kreuzreaktionen des Antikörpers LYVE-1 
 
 
Bei der Untersuchung der Mammabioptate mit dem Antikörper LYVE-1 konnte keine 
Markierung von nichtlymphoendothelialen Strukturen gefunden werden. 
Kreuzreaktionsmuster in Parallelität zum Antikörper D2-40 findet sich im 
korrespondierenden Serienschnitt bei LYVE-1 nicht.  
 
 
5.3  Analyse der Lymphgefäßdichte 
 
 
5.3.1  Lymphgefäßdichte in mastopathischen Brustdrüsengewebe 
 
In den untersuchten Proben erfolgte der Einschluß von 9 nichtneoplastisch 
(mastopathisch) veränderten Mammabioptaten. Die Lymphgefäße ließen sich im 
histologischen Kontext und in der Immunreaktion mit beiden Antikörpern markieren. 
Obwohl histologische Serienschnitte erfasst wurden ist die Anzahl der 
nachgewiesenen Lymphgefäße different. Eine Aufstellung der bei der wie im Kapitel 
4.5. beschriebenen mikroskopischen Untersuchung gewonnen Ergebnisse enthält 
Tabelle 7. 
Studien- 
Nummer 
 
Histologische 
Diagnose 
 
Alter 
(Jahre)
D2-40 LYVE-1 
3 Mastopathie 74 1 4 
44 Mastopathie 48 1 5 
45 Mastopathie 56 2 3 
47 Mastopathie 58 2 1 
55 Mastopathie 68 4 2 
56 Mastopathie 73 2 5 
64 Mastopathie 47 3 6 
80 Mastopathie 72 7 8 
87 Masthopathie 38 4 2 
        
     Tab. 7 Aufstellung der Lymphgefäße pro Standardfeld in mastopathischem Gewebe 
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Die graphische Darstellung der bei der Untersuchung gewonnenen Ergebnisse unter 
Erfassung des Mittelwertes und der Standardabweichung erfolgt in der Diagramm  1. 
Die Abbildung 11 zeigt ein entsprechendes histologisches Präparat im Serienschnitt.  
 
0
2
4
6
8
      a) Mastopathie          b) Mastopathie 
            D2-40                       LYVE-1
  
 
Diagramm 1  Darstellung der Lymphgefäßdichte im  lympphangiogenic hotspot bei Mastopathie 
 a) Mastopathie-Antikörper D2-40 (Mittelwert 2,89;  Standardabweichung ± 0,95) 
 b) Mastopathie-Antikörper LYVE-1(Mittelwert 4,00; Standardabweichung ± 1,00) 
 
 
    a          b           c   
 
Abb.11 histologisches Präpart eines mastopatischen Gewebsareals (Serienschnitt) mit Nachweis von  
  Lymphgefässen  a) H&E, b) Immunhistochemie D2-40, c) Immunhistochemie LYVE-1 
 
 
5.3.2  Lymphgefäßdichte in Fibroadenomen und Phylloidestumoren  
 
 
In die Fallstudie wurden insgesamt 12 Fibroadenome und ein Phylloidestumor 
einbezogen. Eine Aufstellung der Untersuchungsergebnisse findet sich in der Tabelle 
8. 
Überraschenderweise konnten keine Lymphgefäße in den Fibroadenomen 
nachgewiesen werden. Die Abbildung 12 zeigt ein entsprechendes histologisches 
Präparat  auch in der Immunhistochemie mit dem Antikörper D2-40. 
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Tab. 8 Aufstellung der Lymphgefäße pro mikrospischem Standardfeld in Fibroadenomen und  
           Phylloidestumor 
 
 
    a             b  
Abb.12 Korrespondierendes histologisches Präpart eines Fibroadenoms der Mamma ohne Nachweis  
 von Lymphgefäßen a) H&E-Färbung, b) Immunhistochemische Reaktion mit dem Antikörper  
 D2-40                                                 
 
Ein Nachweis von lymphoendothelialen Strukturen die sowohl D2-40, als auch LYVE-
1 exprimieren, ist im vorbestehenden Mammagewebe der Umgebung von 
Fibroadenomen  jedoch möglich (Darstellung in Abb. 13). Im Gegenteil dazu findet 
sich bei expansivem Wachstum eine Verdichtung der Lymphgefäße in der 
Tumorperipherie.  
 
Studien- 
Nummer 
Histologische 
Diagnose 
 
Alter  
(Jahre)
D2-40 LYVE-1      
5 Fibroadenom 45 0 0 
11 Fibroadenom 73 0 0 
41 Fibroadenom 36 0 0 
43 Fibroadenom 19 0 0 
46 Fibroadenom 32 0 0 
53 Fibroadenom 16 0 0 
54 Fibroadenom 19 0 0 
57 Fibroadenom 64 0 0 
66 Fibroadenom 47 0          0 . 
86 Fibroadenom 55 0 0  
89 Fibroadenom 39 0  0 
92 Fibroadenom 65 0 0 
99 Phylloidestumor 40 5 5 
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               a 
 
               b  
 
                c 
Abb.13  korrespondierendes histologisches Präparat Fettgewebe der Mamma mit Nachweis von  
       Lymphgefäßen neben einem Fibroadenom a) H&E, b) Immunhistochemie D2-40,  
      c) Immunhistochemie LYVE-1 
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 Abb.14 Darstellung eines Fibroadenoms im Zentrum ohne Nachweis von lymphoendothelialen  
  Strukturen Immunhistochemie mit D2-40                             
 
 
Wie in Abbildung 14 dargestellt konnten zentral in Fibroadenomen keine 
Lymphgefäße gefunden werden. Der  untersuchte Pylloidestumor war, wie in der 
Abb.15 dargestellt, mit Lymphgefäßen ausgestattet. 
 
 
 
 
a         b           c 
 
         Abb.15 Korrespondierendes histologisches Präpart eines Phylloides-Tumors mit Nachweis  
                    von Lymphgefäßen  a) H&E, b) Immunhistochemie D2-40, c) Immunhistochemie LYVE-1 ) 
 
 
 
In dem Fall eines auf ein Fibroadenom beschränkten lobulär-invasiven 
Mammakarzinoms  konnten in dem im Fibroadenom befindlichen Karzinom ebenfalls 
keine lymphoendothelialen Strukturen nachgewiesen werden (siehe Abb. 16 und 17). 
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    a             b            
 
Abb.16  Fibroadenom mit einem invasivem Karzinom, kreismarkiert (H&E-Färbung) 
a) Übersichtsaufnahme, b) Detailaufnahme des Fibroadenoms mit invasivem Karzinom, zur   
Darstellung kommt die gänsemarschartige Anordnung der Karzinomzellen, welche typisch für  
ein invasiv-lobuläres Karzinom ist. 
 
  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Abb .17 Detailaufnahme des invasiv-lobulären Karzinoms im Fibroadenom ohne Nachweis von     
  lymphoendothelialen Strukturen (Immunhistochemie mit dem Antikörper D2-40) 
              
 
 
 
Gleichwohl finden sich auch in der Peripherie des Fibroadenoms mit invasiv-
lobulärem Karzinom lymphoendotheliale Strukturen. Diese wurden in der Abbildung 
18 durch Pfeilmarkierung hervorgehoben. 
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                             b 
Abb.18 Darstellung eines Fibroadenoms mit umgebendem Fettgewebe immunhistochemischer 
  isolierter Nachweis von Lymphgefäßen im umgebenden Gewebe, Pfeilmarkierung           
  Immunhistochemie a) Antikörper D2-40, b) Antikörper LYVE-1 
 
 
 
 
5.3.3  Lymphgefäßverteilung in Assoziation zu intraduktalen 
 Neoplasien 
 
 
 
 
In die Studie wurden drei ductale Carcinoma in situ (DCIS) und ein 
Milchgangspapillom als intraduktale Neoplasie eingeschlossen und betrachtet. Bei 
den in die Untersuchung eingeflossenen DCIS und dem untersuchten 
a 
a 
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Milchgangspapillom zeigte sich ein ungleichmäßiges Anfärbungsverhalten beider 
Antikörper (Abbildung 20 und 21). Die quantitative Bewertung ist in Tabelle 9 
aufgeführt. Die graphische Darstellung erfolgte in Diagramm 2. 
 
 
 
Tab. 9 Aufstellung der Lymphgefäße pro Standardfeld in intraduktalen Neoplasien 
 
 
 
0
2
4
6
8
                 a) DCIS+ Papillom       b) DCIS+Papillom 
                            D2-40                          LYVE-1
 
Diagramm 2 graphische Darstellung der Lymphgefäßdichte im  lympphangiogenic hotspot im DCIS  
und Milchgangspapillom a) DCIS und Phylloidestumor-Antikörper D2-40 (Mittelwert 2,75 
; Standardabweichung ± 0,63)  b) DCIS und Phylloidestumor-Antikörper LYVE-1 
(Mittelwert 4,75; Standardabweichung ± 1,49) 
 
 
Studien- 
Nummer 
Histologische 
Diagnose 
 
Stadium 
. 
 
Alter 
(Jahre) 
D2-40 LYVE-1 
4 DCIS pTis cN0 cM0 55 1 4 
60 Milchgangpapilom PT0 cN0 cM0 54 3 9 
77 DCIS pTis cN0 cM0 62 4 4 
93 DCIS pTis cN0 cM0 63 3 2 
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Abb. 20  Lymphgefäßdarstellung  bei einem DCIS    Abb. 21 Lymphgefäßdarstellung  bei einem      
   intermediären Typ (Immunhistochemie                     lowgrade DCIS (Immunhistochemie mit       
              mit dem Antikörper D2-40                     dem Antikörper LYVE-1)     
 
 
5.3.4  Lymphgefäßdichte im invasiv-duktalen Mammakarzinom 
 
 
 
Die Dichte der lymphatischen Gefäße wurde ebenfalls entsprechend der in Kapitel 
4.5. beschriebenen Methodik bestimmt. Die Untersuchung erfolgte an 50 invasiv-
duktalen Karzinomen. Die Aufstellung der Ergebnisse der Analyse findet sich in der 
Tabelle 10. Auffällig war, dass bei Anhäufung von Lymphgefäßen, diese eher im 
Bereich der Tumorperipherie als im Tumorzentrum zu sehen waren (Abbildungen 22 
und 23). Es wurden hierbei auch Ausnahmen beobachtet. Eine 2. Beurteilung der 
Lymphgefäßanzahl erfolgte bei einem unerwarteten Ergebnis an einem zweiten neu 
angefertigten histologischen Präparat. Dieses wurde aus unmittelbarer Nähe des 
ersten Schnittes dem Parafinblock entnommen. 
  
 
Studien 
Nummer 
Histologische 
Diagnose 
 
Stadium 
. 
 
Alter  
(Jahre) 
D2-40 LYVE-1 
   
 
   1. 
Beurt. 
2 . Beurt. 
1 inv.-dukt. Karzinom pT1c pN1 cM0 71 7 0  
6 inv.-dukt. Karzinom pT2 pN0 cM0 45 1 1  
7 inv.-dukt. Karzinom pT1 pN1 cM0 48 11 3  
8 inv.-dukt. Karzinom pT1 pN1 cM0 81 11 4  
10 inv.-dukt. Karzinom pT1c pN1 cM0 48 11 8  
13 inv.-dukt. Karzinom pT1c pN0 cM0 56 3 7  
15 inv.-dukt. Karzinom pT1c pN0 cM0 80 15 6  
DCIS 
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16 inv.-dukt. Karzinom pT1c pN1 cM0 65 13 11  
17 inv.-dukt. Karzinom pT1 pN1 cM0 70 3 1 1 
18 inv.-dukt. Karzinom pT2 pN0 cM0 68 7 4  
19 inv.-dukt. Karzinom pT1c pN0 cM0 77 6 3  
20 inv.-dukt. Karzinom pT1b pN0 cM0 71 4 2  
21 inv.-dukt. Karzinom pT1c pN0 cM0 64 0 2  
23 inv.-dukt. Karzinom pT1c pN0 cM0 51 3 2  
24 inv.-dukt. Karzinom pT1c pN1 cM0 33 12 8  
25 inv.-dukt. Karzinom pT2 pN0 cM0 43 4 3  
26 inv.-dukt. Karzinom pT1b pN0 cM0 44 5 2  
27 inv.-dukt. Karzinom pT1a pN0 cM0 53 7 3  
31 inv.-dukt. Karzinom pT1b pN0 cM0 59 4 2  
32 inv.-dukt. Karzinom pT2 pN1 cM0 76 5 7  
33 inv.-dukt. Karzinom pT2 pN0 cM0 74 8 4  
36 inv.-dukt. Karzinom pT3 pN1 cM0 66 6 0 0 
37 inv.-dukt. Karzinom pT1c pN0 cM0 85 3 2  
38 inv.-dukt. Karzinom pT2 pN1 cM0 41 6 3 3 
39 inv.-dukt. Karzinom pT4 pN1 cM0 66 8 6  
48 inv.-dukt. Karzinom pT2 pN1 cM0 58 3 8  
49 inv.-dukt. Karzinom pT1b pN0 cM0 62 0 8  
50 inv.-dukt. Karzinom pT1c pN0 cM0 53 0 0 0 
51 inv.-dukt. Karzinom pT1c pN0 cM0 62 3 2  
52 inv.-dukt. Karzinom pT1 pN0 cM0 52 18 4  
59 inv.-dukt. Karzinom pT2 pN1 cM0 35 11 7  
62 inv.-dukt. Karzinom pT1c pN0 cM0 51 4 0 0 
65 inv.-dukt. Karzinom pT1b pN0 cM0 80 7 0 0 
68 inv.-dukt. Karzinom pT2 pN0 cM0 61 7 0 0 
69 inv.-dukt. Karzinom pT2 pN0 cM0 43 5 2 2 
70 inv.-dukt. Karzinom pT2 pN0 cM0 68 8 0  
72 inv.-dukt. Karzinom pT1c pN1 cM0 65 8 9  
74 inv.-dukt. Karzinom pT3 pN1 cM0 63 11 3  
75 inv.-dukt. Karzinom pT1c pN1 cM0 68 18 2  
81 inv.-dukt. Karzinom pT1c pN0 cM0 52 6 4  
83 inv.-dukt. Karzinom pT1b pN0 cM0 54 4 7  
85 inv.-dukt. Karzinom pT1c pN0 cM0 41 10 7  
88 inv.-dukt. Karzinom pT1b pN0 cM0 76 3 4  
90 inv.-dukt. Karzinom pT1c pN1 cM0 73 5 4  
91 inv.-dukt. Karzinom pT1c pN0 cM0 81 8 0 0 
95 inv.-dukt. Karzinom pT1b pN0 cM0 74 8 3  
96 inv.-dukt. Karzinom pT1c pN0 cM0 60 9 6  
97 inv.-dukt. Karzinom pT2 pN0 cM0 82 1 4  
98 inv.-dukt. Karzinom pT2 pN1 cM0 68 6 4  
101 inv.-dukt. Karzinom pT1c pN1 cM0 44 16 3  
 
Tab. 10 Aufstellung der Lymphgefäße pro mikroskopischem Standardfeld in invasiv-duktalen  
  Karzinomen, der Antikörper LYVE-1 z.T. mit 2. Beurteilung zur Kontrolle des Ergebnisses 
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a                b 
Abb. 22 Darstellung eines invasiv-duktalen Karzinoms mit deutlicher Markierung der Lymphgefäße 
              a) zentral; b) peripher Immunhistochemie mit dem Antikörper D2-40 
 
 
 
 
 
Abb. 23  Darstellung eines lymphangischen hotspot (Kreismarkierung) in einem invasiv- 
  duktales Karzinom G2 (Immunhistochemie mit dem Antikörper LYVE-1) 
 
 
 
 
5.3.5  Lymphgefäßdichte im invasiv-lobulären Karzinom der Mamma 
 
 
Die Verteilung der Lymphgefäßdichte beim invasiv-lobulären Karzinom zeigt die 
Tabelle 11. In die Untersuchung wurde die Auswertung von insgesamt 18 invasiv-
lobulären Karzinomen einbezogen. 
Im Fall des fehlenden Nachweises von Lymphgefäßen wurde zur Absicherung der 
Methodik ein zweiter Schnitt angefertigt und immunhistochemisch gefärbt. Das 
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Ergebnis der Auswertung wurde gesondert aufgeführt. Nur beim Antikörper LYVE-1 
war dieses Vorgehen notwendig.    
 
 
Studien- 
Nummer 
Histologische 
Diagnose 
 
Stadium 
. 
 
Alter 
(Jahre) 
D2-
40 
LYVE-1 
   
 
   1. 
Beurt. 
2 . Beurt. 
2 inv.-lobuläres Karzinom pT1c pN1 cM0 50 9 0 0 
9 inv.-lobuläres Karzinom pT1c pN0 cM0 39 6 3  
14 inv.-lobuläres Karzinom pT1c pN0 cM0 64 7 9  
22 inv.-lobuläres Karzinom pT2 pN0 cM0 70 6 3  
28 inv.-lobuläres Karzinom pT1c pN1 cM0 61 10 0 0 
29 inv.-lobuläres Karzinom 
im Fibroadenom 
pT1a pN0 cM0 45 0 0 0 
30 inv.-lobuläres Karzinom pT1c pN0 cM0 72 0 8  
34 inv.-lobuläres Karzinom pT2 pN0 cM0 70 6 6  
35 inv.-lobuläres Karzinom pT1b pN0 cM0 54 4 9  
67 inv.-lobuläres Karzinom pT1b pN0 cM0 69 3 0 0 
71 inv.-lobuläres Karzinom pT1c pN0 cM0 59 14 8 0 
73 inv.-lobuläres Karzinom PT1c PN0 cM0 69 13 3  
76 inv.-lobuläres Karzinom pT4 pN1 cM0 55 10 3  
78 inv.-lobuläres Karzinom pT1c pN0 cM0 55 7 6  
82 inv.-lobuläres Karzinom pT1c pN0 cM0 69 8 5  
84 inv.-lobuläres Karzinom pT2 pN1 cM0 75 7 7  
94 inv.-lobuläres Karzinom pT1c pN1 cM0 45 12 9  
102 inv.-lobuläres Karzinom pT1c pN1 cM0 81 9 6  
 
Tab. 11 Aufstellung der Lymphgefäße pro mikroskopischem Standardfeld in invasiv-lobulären  
  Karzinomen Antikörper LYVE-1 z.T. mit 2. Beurteilung zur Kontrolle des Ergebnisses  
 
 
 
 
 
 
5.3.6  Lymphgefäßdichte in Mammakarzinomtypen, nicht als duktal 
 oder lobulär klassifiziert 
 
 
 
 
Alle als nicht-invasiv-duktal und nicht-invasiv-lobulär klassifizierten 
Mammakarzinome wurden entsprechend der aktuellen WHO-Klassifikation in einer 
eigenen Gruppe zusammengefasst und betrachtet. Insgesamt  wurden in dieser 
Gruppe 8 Karzinome analysiert. Die Auswertung findet sich in Tabelle 12.  
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Studien- 
Nummer 
Histologische 
Diagnose 
 
Stadium 
. 
 
Alter 
(Jahre) 
D2-40 LYVE-1 
   
 
   1. Beurt. 2 . Beurt. 
12 tubuläres Ca pT1c pN0 cM0 69 10 7  
63 tubuläres Ca pT1c pN0 cM0 52 6 0 0 
79 tubuläres Ca pT1b pN0 cM0 81 6 11  
58 meduläres Ca pT3 pN0  cM0 48 6 10  
61 meduläres Ca pT1c pN0  cM0 54 8 5  
40 apokrines Ca pT2 pN0 cM0 89 6 0 0 
42 intrazyst-pap. Ca pT2 pN0 cM0 79 1 3  
100 inv-papiläres Ca pT1b pN0  cM0 74 6 3  
 
Tab. 12 Aufstellung der Lymphgefäße pro mikroskopischem Standardfeld in Karzinomen nicht als  
  duktal, nicht als lobulär klassifiziert, Antikörper LYVE-1 z.T. mit 2. Beurteilung zur Kontrolle  
  des Ergebnisses 
 
 
 
 
5.4  Lokalisation der Lymphgefäße in malignen Läsionen  
        der Mamma 
 
Bei der Beurteilung der Lymphgefäßdichte war auffällig, dass keine gleichmäßige 
Verteilung der lymphatischen Strukturen vorliegt. Die hot spots  zeigten sich vor 
allem in der Tumorperipherie. Wie in den vorstehenden Kapiteln beschrieben, ließen 
sich nicht in allen Fällen von Neoplasien der Mamma  lymphgefäßdichte Bezirke 
nachweisen. Daher machte sich eine Adaptation des Auswertungsprocedere 
erforderlich. Entgegen dem Vorgehen von Weidner wurde daher nur ein Gesichtsfeld 
in 200-facher Vergrößerung in die Betrachtung und Auswertung einbezogen. 
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5.5 Ergebnisse der quantitativen Bewertung der lymphatischen  
Mikrogefässdichte in Relation zur pT/pN-Kategorie in Läsionen  
        der Mamma  
 
 
Wie unter Kapitel 4.7. beschrieben wurde entsprechend der histologischen Diagnose 
und der pT/pN-Kategorie die Berechnung der Mittelwerte und 
Standardabweichungen durchgeführt. Die graphische Darstellung entsprechend 
Tumorstadium und Nodalstatus erfolgt in den Diagrammen 3 bis 7. 
 
      
 
 
pT1a pN0 /pT1b pN0 
 
0
2
4
6
8
          a)  p T 1 a p N  0  D 2 - 4 0     b )  p T 1 a p N 0  LY V E- 1    c)  p T 1 b  p N 0  D 2 - 4 0    d )  p T 1 b  p N 0  LY V E- 1
 
Diagramm 3 graphische Darstellung der Lymphgefäßdichte im lympphangiogenic hotspot bei pT1a  
          pN0/ pT1b pN0 
a) Antikörper D2-40 (Mittelwert 3,5 ; Standardabweichung ± 2,48) 
b) Antikörper LYVE-1(Mittelwert 1,50 ;Standardabweichung ± 1,06) 
c) Antikörper D2-40 (Mittelwert 4,55  ; Standardabweichung ± 1,11) 
d) Antikörper LYVE-1(Mittelwert 4,45 ;Standardabweichung ± 1,86) 
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pT1c pN0/pT1c pN1 
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a) pT1c pN0 D2-40    b) pT1c pN0 LYVE-1   c) pT1c pN1 D2-40    d) pT1c pN1 LYVE-1 
 
 
Diagramm 4 graphische Darstellung der Lymphgefäßdichte im lympphangiogenic hotspot bei pT1c  
          pN0/ pT1c pN1 
a) Antikörper D2-40 (Mittelwert7,45 ; Standardabweichung ± 2,32) 
b) Antikörper LYVE-1(Mittelwert 4,32; Standardabweichung ± 1,43) 
c) Antikörper D2-40 (Mittelwert 10,36; Standardabweichung ± 2.00) 
d) Antikörper LYVE-1(Mittelwert 4,86; Standardabweichung ± 1,82) 
 
 
 
 
alle pT1 pN0/1 
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a) alle pT1pN0/1 D2-40  b) alle pT1pN0 LYVE-1
 
 
 
Diagramm 5 graphische Darstellung der Lymphgefäßdichte im lympphangiogenic hotspot bei allen  
          pT1cpN0/1 
a) Antikörper D2-40 (Mittelwert 7,47; Standardabweichung ± 2,25) 
b) Antikörper LYVE-1(Mittelwert 4,39; Standardabweichung ± 1,63) 
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pT2 pN0 /pT2 pN1 
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a) pT2 pN0 D2-40 b) pT2 pN0 LYVE-1 c) pT2 pN1 D2-40 d) pT2 pN1 LYVE-1
 
 
Diagramm 6 graphische Darstellung der Lymphgefäßdichte im lympphangiogenic hotspot bei  pT2  
          pN0/pN1 
a) Antikörper D2-40 (Mittelwert 5; Standardabweichung ± 1,33) 
b) Antikörper LYVE-1(Mittelwert 2,5; Standardabweichung ± 0,97) 
c) Antikörper D2-40 (Mittelwert 6,33 ; Standardabweichung ± 1,33) 
d) Antikörper LYVE-1(Mittelwert 6; Standardabweichung ± 1,00) 
 
pT3+4 pN0/1 
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a) pT3+4 pN0/1 D2-40  b) pT3+4 pN0/1 LYVE-1
 
 
Diagramm 7 graphische Darstellung der Lymphgefäßdichte im lympphangiogenic hotspot bei  
          allen pT3+4 pN0/1 
a) Antikörper D2-40 (Mittelwert 9; Standardabweichung ± 1,32) 
b) Antikörper LYVE-1(Mittelwert 2; Standardabweichung ± 0,87) 
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Die statistische Testung auf eine Signifikanz der erhobenen Messwerte wurde mittels 
des  U-Tests nach Wilcoxon, Mann und Whitney und des Median-Tests nach Dixon 
und Mood durchgeführt. Hierzu erfolgte eine Gruppenbildung analog der 
Eingruppierung  der histologischen Diagnose. 
Die zur statistischen Vergleichsprüfung gebildeten Gruppen bestanden aus 
Mastopathie versus DCIS 
pT1c pN0 versus pT1c pN1  
pT2 pN0 versus pT2 pN1 
Mastopathie versus pT1-4 pN0/1 
Mastopathie versus pT1a-c pN0/1. 
Der Vergleich zwischen den möglichen Gruppen pT1-4/N0 und pT1-4/N1 wurde nicht 
durchgeführt um einen stadiengerechten, onkologisch sicheren Vergleich führen zu 
können. Die statistische Auswertung erfolgte jeweils für den Antikörper D2-40 und 
LYVE-1. Die Ergebnisse sind im Kapitel 5.6.1 zusammengefasst. 
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5.6  Ergebnisse der statistischen Bewertung  
 
5.6.1  Gegenüberstellung der Ergebnisse der statistischen 
Bewertung Mastopathie versus DCIS und Milchgangspapillom 
als intraductale Proliferationen 
  
0
2
4
6
8
      Mastopathie     Mastopathie    DCIS+Papillom   DCIS+Papillom
   D2-40                  LYVE-1                  D2-40              LYVE-1    
 
Diagramm 8   vergleichende graphische Darstellung der Lymphgefäßdichte im lympphangiogenic 
hotspot  in nicht-neoplastisch verändertem Gewebe im Vergleich zu DCIS und 
Papillom der Mamma  für die  Antikörper D2-40 und  LYVE-1 
 
 
Sowohl für den Antikörper D2-40 als auch für den Antikörper LYVE-1 konnten beim 
statistischen Vergleich der Ergebnisse beider getesteter Antikörper mittels der 
Testverfahren keine signifikanten Unterschiede zwischen nichtneoplastisch 
verändertem Gewebe und der Lymphgefäßanzahl in intraduktalen Proliferationen 
(DCIS und Milchgangspapillom) ermittelt werden (Antikörper D2-40: Wilcoxon-
Scorewerte 1,00; Median-Scorewerte 0,5233/Antikörper LYVE-1 Wilcoxon-
Scorewerte 0,7071; Median-Scorewerte 0,8094) 
Insgesamt  zeigte sich eine geringe Streubreite (Diagramm 8). 
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5.6.2  Gegenüberstellung der Ergebnisse der statistischen 
Bewertung pT1c pN0 versus pT1c pN1 
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pT1c pN0 D2-40   pT1c pN1 D2-40   pT1c pN0 LYVE-1   pT1c pN1 LYVE-1
 
 
Diagramm 9 vergleichende graphische Darstellung der Lymphgefäßdichte im lympphangiogenic 
hotspot  in pT1c-Tumoren bei pN0 und pN1-Situation für die  Antikörper D2-40 und  
LYVE-1 
 
Die Testung in den Untergruppen zeigte  für den Antikörper D2-40 einen 
signifikanten Unterschied der Lymphgefäßanzahl in beiden Testverfahren (Antikörper 
D2-40: Wilcoxon-Scorewerte 0,0062; Median-Scorewerte 0,0061). Für den Antikörper 
LYVE-1 konnte beim statistischen Vergleich in beiden Testungen kein signifikanter 
Unterschied nachgewiesen werden (Antikörper LYVE-1 Wilcoxon-Scorewerte 0,4835; 
Median-Scorewerte 0,9042) (Diagramm 9). 
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5.6.3  Gegenüberstellung der Ergebnisse der statistischen  
  Bewertung pT2 pN0 versus pT2 pN1 
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pT2 pN0 D2-40    pT2 pN1 D2-40     pT2 pN0 LYVE-1   pT2 pN1 LYVE-1
 
 
 
 
Diagramm 10   vergleichende graphische Darstellung der Lymphgefäßdichte im lympphangiogenic 
hotspot  in pT2-Tumoren bei pN0 und pN1-Situation für die  Antikörper D2-40 und 
LYVE-1 
 
 
Im Ergebnis zeigte sich für den Antikörper D2-40 kein signifikanter Unterschied in 
beiden Testverfahren (Antikörper D2-40: Wilcoxon-Scorewerte 0,6343; Median-
Scorewerte 0,8204). Für den Antikörper LYVE-1 ergab sich beim Wilcoxon-Test ein 
signifikanter Unterschied der Lymphgefäßdichte, der aber im Median-Test so nicht 
nachweisbar war (Antikörper LYVE-1 Wilcoxon-Scorewerte 0,0090; Median-
Scorewerte 0,0519). Darstellung in Diagramm 10. 
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5.6.4 Gegenüberstellung der Ergebnisse der statistischen  
 Bewertung Mastopathie versus pT1-4 pN0/1 
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             D2-40                   D2-40                     LYVE-1                       LYVE-1
           
 
 
Diagramm 11 vergleichende graphische Darstellung der Lymphgefäßdichte im lympphangiogenic 
hotspot in nicht-neoplastisch verändertem Gewebe im Vergleich zu allen Karzinomen 
der Mamma für die  Antikörper D2-40 und  LYVE-1 
 
 
Bei Vergleich der nichtneoplastisch veränderten Gewebeproben mit allen 
karzinomatös veränderten Gewebeproben zeigte sich für den Antikörper D2-40 ein 
eindeutig signifikanter Unterschied  bei beiden Testverfahren (Antikörper D2-40: 
Wilcoxon-Scorewerte 0,0024; Median-Scorewerte 0,0096). Für den Antikörper LYVE-
1 ließ sich kein Unterschied mit Signifikanz darstellen (Antikörper LYVE-1 Wilcoxon-
Scorewerte 0,9312; Median-Scorewerte 0,6983). Zur Veranschaulichung dient das 
Diagramm 11. 
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5.6.5 Gegenüberstellung der Ergebnisse der statistischen  
 Bewertung Mastopathie versus pT1 pN0/1 
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     Mastopathie D2-40   alle pT1pN0/1 D2-40     Mastopathie LYVE-1    alle pT1pN0 LYVE-1
 
Diagramm 12  vergleichende graphische Darstellung der Lymphgefäßdichte im lympphangiogenic 
hotspot  in nicht-neoplastisch verändertem Gewebe im Vergleich zu pT1-Karzinomen 
der Mamma für die  Antikörper D2-40 und LYVE-1 
 
 
 
Der Vergleich von nichtneoplastisch veränderten Gewebeproben mit karzinomatös 
veränderten Gewebeproben der  pT1- Kategorie (mit und ohne nodale 
Metastasierung) zeigte auch hier für den Antikörper D2-40 einen eindeutig 
signifikanten Unterschied  bei beiden Testverfahren (Antikörper D2-40: Wilcoxon-
Scorewerte 0,0030; Median-Scorewerte 0,0088). Schon allein der Mittelwert der 
gezählten Lymphgefässe bei den T1-Tumoren war etwa doppelt so hoch, eine 
Überlappung der Standardabweichung war ebenfalls nicht nachweisbar (Diagramm 
12). Für den Antikörper LYVE-1 ließ sich wiederum kein signifikanter Unterschied 
nachweisen (Antikörper LYVE-1 Wilcoxon-Scorewerte 0,9920; Median-Scorewerte 
0,7206). 
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  6. Diskussion 
 
 
 
6.1 Angiogenese - ein prognoserelevanter Parameter und ein 
neues Target  für die onkologische Therapie   
 
  
 
Die Blutgefäßneubildung als Faktor zur Bestimmung der Progression solider Tumore 
wurde in den letzten Jahrzehnten in zahlreichen Studien untersucht. Die 
Angioneogenesehemmung war und ist Ziel zahlreicher Untersuchungen und hat 
bereits zu praxisrelevanten Therapieansätzen geführt (Folkman 1972; Atiqur und Toi 
2003; Fox et al. 2001; Ellis et al. 2001). 
Die Bestimmung der Mikrogefäßdichte von Blutgefäßen als immunhistologisches 
Korrelat der tumorinduzierten Angiogenese stellt eine akzeptierte Methode zur 
Quantifizierung der Blutgefäßneubildung dar, wobei FVIII/vWF (von Willebrand 
Faktor) das am weitesten verbreitete Antigen zur Darstellung der Blutgefäße ist 
(Weidner 1995).  
Mammakarzinome besitzen eine hohe Potenz zur Metastasierung in die regionalen 
Lymphabflussgebiete, daher muss das Lymphgefäßsystem als eine wichtige Struktur 
der Tumorzellverbreitung angesehen werden. Die nodale Metastasierung ist in der 
Regel neben der Tumorgröße als ein wichtiger prognostischer Faktor anzusehen.  
Durch die Nutzung von spezifischen Lymphendothelzellmarkern, welche eine 
selektive Darstellung der Lymphgefäße im histologischen Routinematerial 
ermöglichen, sind lymphendotheliale Strukturen in den Fokus der aktuellen 
pathohistologischen Gefäßforschung gerückt (Franchi et al 2004).  
In der vorliegenden Arbeit wurden Lymphgefäße an korrespondierenden Schnitten im 
Brustgewebe bewertet.  
Eine tumorinduzierte Lymphangiogenese und deren eventuelle Bedeutung in der 
lymphogenen Metastasierung von Mammakarzinomen ist nicht abschließend geklärt. 
Ob die Quantifizierung der Lymphgefäßdichte mit den neuen immunhistochemischen 
Endothelzellmarkern D2-40 und LYVE-1 eine valide und vor allem in der täglichen 
Routinediagnostik taugliche Methode darstellt und ob über die Bestimmung der 
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Lymphgefäßdichte eine Aussage zur nodalen Metastasierung getroffen werden kann, 
wird mit Hilfe der gewonnenen Ergebnisse, im Kontext des aktuellen 
Wissensstandes, diskutiert.  
 
 
 
 
6.2 D2-40 - Der geeignete Antikörper zur   immunhistochemischen 
Markierung von Lymphgefäßen im Mammaparenchym 
 
 
 
In der vorliegenden Untersuchung konnte die Eignung der Antikörper D2-40 und 
LYVE-1 zur Detektion von Lymphgefäßen durch selektive Bindung von 
Oberflächenantigenen im Brustgewebe nachgewiesen werden.  
Zur Bestimmung der Lymphgefäßdichte nach immunhistochemischer Markierung im 
Karzinomgewebe sind in der Literatur neben Untersuchungen des 
Brustdrüsengewebes auch Ergebnisse bei anderen Tumorentitäten, so zum Beispiel 
für das Ovarial- und Cervixkarzinom, aber auch für Pharynx- und Colontumoren, 
verfügbar (Beasley 2002, Birner et al. 2000, Birner et al. 2001, Erovic et al. 2003; 
Fogt et al. 2004, Sauer und Deissler 2003).  
In Übereinstimmung mit der Interpretation der eigenen Ergebnisse sehen auch 
andere Autoren die Option der Bestimmung der Lymphgefäßdichte mittels 
immunhistochemischer Markierung als einen hoffnungsvollen neuen 
Prognoseparameter (Gajados et al. 1999, Weber et al. 2000, Choi et al. 2005). 
Hierbei muss jedoch gewürdigt werden, dass die Marker unterschiedliche 
Reaktionsmuster aufweisen. So ist, nach Wertung der eigenen Ergebnisse, der 
Antikörper D2-40, trotz ausgeprägter Kreuzreaktivität, im Mammaparenchym zur 
Darstellung der Lymphgefässe besser als der Antikörper LYVE-1 geeignet .Dieses 
wurde auch in anderen Arbeiten so nachvollzogen (Choi et al. 2005, Kahn et al. 
2002, Kaiserling 2004). Hingegen erzielte Akishima in seiner Arbeitsgruppe mit dem 
Antikörper LYVE-1 am Brustdrüsengewebe gute Ergebnisse (Akishima et al. 2004). 
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6.2.1 Einschränkungen der Lymphgefäßdichtebestimmung und 
Immunmarkierung der Lymphendothelzellen bei Applikation 
der Antikörper D2-40 und Antikörper LYVE-1 
 
Trotz des Wertes der immunhistochemischen Markierung von Lymphendothelien gibt 
es objektive Faktoren, die zu Einschränkungen der potientiellen 
Nutzungsmöglichkeiten des Verfahrens führen, hierzu zählen Kreuzreaktionen der 
Antikörper mit nichtlymphoendothelialen Strukturen. Sie sind ein bekanntes 
Phänomen in der diagnostischen Immunhistochemie. Die Kenntnis und die adäquate 
Interpretation dieser Kreuzreaktionen sind die Voraussetzung für eine wegweisende 
Deutung immunhistochemischer Befunde in der diagnostischen Histopathologie. 
Deshalb ist es zwingend notwendig, diese Kreuzreaktivitäten zu bewerten und zu 
interpretieren, um den Standard der lymphatischen Mikrogefäßdichte beurteilen zu 
können. Zu den beobachteten Kreuzreaktionen zählt beim Antikörper D2-40 die 
Mitanfärbung der Myofibroblasten im Stroma der Mammakarzinome, diese treten im 
Mammaparenchym regelmäßig auf (Kaiserling 2004). Weiterhin kommt es zur 
Mitreaktion von Fibroblasten, Epithelzellen und Tumorzellen. Dieses Phänomen 
wurde ebenfalls durch Kaiserling beschrieben (Kaiserling 2004). Die intensive 
Anfärbung der Myofibroblasten stellt eine echte Schwierigkeit in der Bewertung der 
Immunreaktionen dar.  
Beim Antikörper LYVE-1 konnten diese Kreuzreaktivitäten kaum beobachtet werden.  
Ein weiteres Problem stellt die nicht sichere Markierung von lymphendothelialen 
Strukturen dar. Insbesondere beim Antikörper LYVE-1 war dieses Phänomen 
auffällig. Im Vergleich von D2-40 und LYVE-1 scheint letzterer nur eine 
Subpopulation von Lymphendothelien zu makieren (Renyi-Vamos et al. 2005). Diese 
findet sich offenbar vornehmlich in der Tumorperipherie und damit in der 
Tumorinvasionszone. 
Die unterschiedlichen Anfärbungen der Lymphendothelien sind neben methodischer 
Variabilität auch durch die Heterogenität der Populationen erklärbar. So wurde durch 
die Arbeitsgruppe um Garaffa beschrieben, dass Lymphendothelzellen abhängig von 
ihrer Lokalisation in den Organen und Lymphsegmenten eine unterschiedliche 
Struktur und daraus zu schließende Funktionalität haben (Garrafa et al. 2005). 
                                                                                                                             6. Diskussion 
 58
In der Konsequenz erscheint daher eine automatische Bildanalyse (z. B. 
Computeranalyse), wie sie bei der micro vessel density-Bestimmung von 
Blutgefäßen möglich und üblich ist, zumindest für den Antikörper D2-40 nicht 
durchführbar (Weyn et al. 2004). Eine Markierung nichtrelevanter Strukturen muss 
durch die Bewertung eines erfahrenen Untersuchers aufgedeckt werden, da eine 
maschinelle Differenzierung zwischen den einzelnen angefärbten Objekten 
momentan nicht denkbar ist.  
Eine Bildanalysestudie für lymphendotheliale Strukturen ist in der Literatur, in 
Einklang mit den eigenen Ergebnissen und dargestellten Schlussfolgerungen, bisher 
nicht beschrieben. 
 
 
 
 
 
6.3 Der Vergleich der Antikörper D2-40 und LYVE-1 zur Lymph-
gefäßdichtebestimmung 
 
 
 
In den eigenen Untersuchungen war der Antikörper D2-40 effektiver in der 
Markierung von lymphatischen Strukturen. Die Anzahl der markierten Lymphgefäße 
ist bei dem Antikörper LYVE-1 um bis zu 50 % im Vergleich zu dem Antikörper D2-40 
vermindert. Problematisch sind jedoch die ausgeprägten Kreuzreaktionen des 
Antikörpers D2-40. Hingegen markiert der Antikörper LYVE-1 zuverlässig 
lymphoendotheliale Strukturen. Hier findet sich dagegen eine nicht vernachlässigbar 
große Rate an nicht markierten Lymphendothelien. In verschiedenen Arbeitsgruppen 
wird jedoch der Antikörper LYVE-1 zur Darstellung von Lymphgefäßen bevorzugt.  
Dem Antikörper LYVE-1 ist eine hohe Spezifität zu attestieren (Kato et. al 2005, Bono 
et al. 2005). Die Sensitivität erreicht nach eigener Einschätzung jedoch nicht das 
Maß des monoklonalen Antikörpers D2-40. 
Die eigenen Resultate stehen in Konsens mit der bekannten Literatur. Auch dort wird 
festgestellt, dass sich der Antikörper D2-40 offensichtlich effektiver an die zu 
markierenden Strukturen bindet als der Antikörper LYVE-1 (Renyi-Vamos et al. 
2005). Das durch D2-40 zwei unterschiedliche Oberflächenmoleküle angefärbt 
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werden, stellt eine denkbare Erklärung für das weitreichende Expressionsmuster dar. 
Neugebildete Lymphgefäße scheinen die durch D2-40 detektierten 
Oberflächenantigene früher zu exprimieren als für LYVE-1, womit die vermehrte 
Anfärbung durch D2-40 ebenfalls erklärt werden kann (Renyi-Vamos et al. 2005). Es 
kann prinzipiell nicht ausgeschlossen werden, dass Oberflächenantigene auch durch 
Karzinomzellen oder deren Sekretionsprodukte verändert oder vernichtet werden. 
Dieser Prozess kann die Antikörperbindung erschweren oder gar unmöglich machen. 
Das stellt eine denkbare Erklärung für die verminderte Markierung von 
Lymphgefäßen mittels LYVE-1 dar. 
Nach der eigenen vergleichenden Analyse erscheint der Antikörper D2-40 für 
Mammagewebe besser geeignet zu sein als der Antikörper LYVE-1.  
Für die Problematik überaus wichtig sind die lymphangischen hot-spots. Die 
lymphangiogene Potenz eines Tumors ist nur in diesem Bereich deutlich, da Invasion 
und Proliferation in Tumoren als herdförmige Prozesse anzusehen sind. In Analogie 
zu den Beobachtungen von Weidner für die Prozesse der Angioneogenese (Weidner 
et al. 1991; Weidner et al. 1992) gilt diese Aussage auch für Mammatumoren.      
Eine generelle Empfehlung für die Bestimmung der Lymphgefäßdichte kann aber auf 
Grund von diskrepanten Kreuzreaktionen für verschiedene Tumorentitäten nicht 
gegeben werden. Schlussfolgernd wird hervorgehoben, dass beide hier untersuchten 
Antikörper Lymphgefäße in adäquater Weise markieren. Im täglichen Einsatz bleiben 
jedoch zum jetzigen Zeitpunkt noch Wünsche für Verbesserungen bezüglich der 
Spezifität und Sensivität offen (Hall et al. 2003). 
In Übereinstimmung mit der recherchierten Literatur kann bisher noch kein 
Goldstandard für den histologischen Nachweis von Lymphgefäßen definiert werden. 
Durch verschiedene Autoren wird zum jetzigen Zeitpunkt die immunhistochemische 
Doppelmarkierung als Methode der Wahl angesehen (Evangelou et al. 2005).  
 
 
6.4 Invasive Karzinome der Mamma sind durch eine hohe Lymph-
gefäßdichte gekennzeichnet 
 
In der vorliegenden Arbeit konnte der Nachweis der Induktion der 
Lymphangioneogenese durch invasive Karzinome der Mamma erbracht werden.  
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Nicht in allen Fällen von invasiven Karzinomen war ein lympangiogener hot-spot 
nachweisbar. Im Falle des Nachweises von lymphgefäßdichten Bezirken im 
Karzinom war keine gleichmäßige Verteilung im Tumor sichtbar. In der Mehrzahl der 
Fälle befand sich dieser Bezirk in der Tumorperipherie. Dieser Bereich muss als 
Invasionsfront des Karzinoms angesprochen werden. Im Unterschied dazu findet sich 
bei Blutgefäßen eine gleichmäßige Verteilung über den  gesamten Tumor (Weidner 
et al. 1991). Das Auftreten eines lymphgefäßdichten Bezirkes ist somit als ein 
besonderes Phänomen im Tumor anzusehen. Da offensichtlich deutliche 
Unterschiede zwischen der Angioneogenese und der Lymphangioneogenese 
bestehen, war die Adaptation des Auswertungsverfahrens nach Weidner mit 
Einbeziehung nur eines Gesichtsfeldes notwendig und folgerichtig. Die Bildung der 
Vergleichsgruppen zur statistischen Prüfung erfolgte vor dem Hintergrund eines 
onkologisch korrekten Vorgehens. Durch die Gegenüberstellung von gleichen 
Tumorkategorien konnten die Beeinflussung durch andere tumorbiologische 
Faktoren, insbesondere die Tumorgrösse, ausgeschlossen werden. Eine 
Zusammenfassung aller Tumorstadien mit dem Vergleich von nodal-negativen und 
nodal-positiven Fällen wurde als, auch aus onkologischer Sicht, nicht sinnvoller 
Ansatz gesehen und deshalb nicht durchgeführt.   
Insbesondere mit Hilfe des Antikörper D2-40 war ein statistisch signifikanter Anstieg 
der Lymphgefässzahl in  Mammakarzinomen nachweisbar. Der Mittelwert beim 
Antikörper D2-40 lag bei nicht-neoplastisch verändertem Brustdrüsengewebe bei 
2,89; für den Antikörper LYVE-1 beträgt der Wert in diesem Gewebe 4,00. In allen 
erfassten Mammakarzinomen liegen die Mittelwerte für den Antikörper D2-40 bei 
6,87 und für den Antikörper LYVE-1 bei 4,07. 
In den bisher veröffentlichten Studien wurde dieser Aspekt für das Mammakarzinom 
ebenfalls bestätigt. Weitergehend wird beim Nachweis einer erhöhten 
Lymphgefässdichte von verschiedenen Autoren eine deutliche Verschlechterung der 
Prognose der Brustkrebserkrankung beschrieben (Kato et al. 2005, Bono et al. 2005)  
Die bei anderen Tumorentitäten, hier seien beispielhaft das Pharynx- und das 
Colonkarzinom erwähnt, durchgeführten Untersuchungen zum Anstieg der  
Lymphgefässdichte bestätigten diese These ebenfalls (Franchi et al. 2004; Fogt 
2004). Hingegen wird das Vorhandensein der Lymphangiogenese aber auch durch 
einige Autoren bestritten, hier sind unter anderem Agarwal und Williams zu erwähnen 
(Agarwal et al 2005; Williams et al. 2003, Clarijs et al. 2001). 
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Der Nachweis des statistisch signifikanten Anstiegs der Anzahl der Lymphgefässe im 
Mammakarzinom des Menschen ist somit im Einklang mit den Bewertungen durch 
verschiedene Autoren, aber auch nicht unumstritten. 
Die These kann aber durch tierexperimentelle Untersuchungen gestützt werden. 
Hierbei wurde der Nachweis von wachstumsfördernden Faktoren im Karzinom, wie 
VEGF-C und VEGF-D und deren Rezeptor VEGFR-3 erbracht (Mandriota et al. 2001, 
Stacker et al. 2001, Karpanen et al. 2001).  
Damit kann auch das von einigen Autoren beschriebene Argument, bei der erhöhten 
Anzahl von Lymphgefässen im lymphangiogenic-hotspot handelt es sich lediglich um 
die komprimierten, bereits vorbestehenden Lymphgefäße (z.B. Leu et al. 2000), 
entkräftet werden. 
Das Spektrum der Wachstumsfaktoren und die daraus folgende gesteigerte 
Mikrogefäßdichte ist also nicht überraschend und vielmehr zellbiologisch folgerichtig.  
Aus den Ergebnissen der eigenen Untersuchung ist hierzu keine Stellungnahme und 
Untermauerung möglich. Eine dezidierte Untersuchung des Faktes erfolgte nicht. In 
der Auswertung fiel jedoch auf, dass der hot-spot eher in peripheren Anteilen der 
Karzinome nachgewiesen wurde. Diese kann auch als Invasionszone des Tumors 
beschrieben werden. In diesem Bereich findet die Neubildung und Rekrutierung des 
Stromas, inklusive der Blut- und Lymphgefäße, statt. 
 
 
 
6.5 Unterschiede zwischen Hämangiogenese und 
Lymphangioneogenese im invasiven Mammakarzinom      
 
 
 
Entsprechend der Theorie von Folkman ist es essentiell, dass Tumoren über 2 mm 
Größe eine eigene Blutgefäßversorgung haben und somit ist ein Zusammenhang 
zwischen Tumorwachstum und Hämangioneogenese zwingend.  
Für Lymphgefässe ist ein solcher Zusammenhang zunächst noch nicht erkennbar. 
In der kolischen Mukosa sind z. B. keine Lymphgefäße enthalten, weshalb ein 
infiltratives Wachstum maligner epithelialer Zellen innerhalb der kolischen Mukosa 
nicht zu einer lymphatischen Metastasierung führt. Auch ist bisher ein 
Zusammenhang zwischen Tumorwachstum und einer Lymphangioneogenese als 
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zwingende Voraussetzung für die Entwicklung eines größeren soliden Tumors nicht 
etabliert (Sundlisaeter et al. 2007).  
In der eigenen Untersuchung konnte der Nachweis einer Lymphangioneogenese im 
ductalen Carcinoma in situ (DCIS) der Brust nicht erbracht werden. Hingegen ist die 
Haemangioneogenese in dieser Entität allgemein anerkannt und durch Studien 
belegt (Vogl et al.2005). 
Ein Charakteristikum von Karzinomen ist die Neigung zur lymphatischen 
Metastasierung, für die als Voraussetzung das Eindringen von Tumorzellen in  
Lymphgefässe gebraucht wird.  
Ohne Lymphangioinvasion kann somit keine lymphatische Metastasierung erfolgen. 
Diese wiederum erfordert peritumorale oder intratumorale Lymphgefäße.  
Folglich besteht ein klarer konzeptioneller Zusammenhang zwischen vorbestehenden 
Lymphgefäßen, Lymphangioneogenese und dem Auftreten einer nodalen 
Metastasierung. 
Aus der vorliegenden Studie lässt sich somit für das Mammakarzinom 
schlussfolgern, das eine Induktion der Lymphangioneogenese zeitlich gesehen erst 
deutlich nach der Haemangioneogenese erfolgt. 
In der ausgewerteten klinischen Literatur ist diese Schlussfolgerung, das 
Mammakarzinom betreffend, bisher von noch keinem Autor gezogen worden. 
 
 
 
 
6.6 Die lymphatische Mikrogefässdichte - ein Indikator für die 
nodale Metastasierung  
 
 
 
Peritumorale oder intratumorale Lymphgefässe stellen, wie bereits postuliert, eine 
Grundvoraussetzung der lymphonodalen Metastasierung dar. Statistisch gesehen 
erhöht die gesteigerte Zahl von Lymphgefässen das Risiko der Invasion von 
Tumorzellen in die Lymphgefässe und damit wiederum die Gefahr der 
Metastasierung.  
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Diese These kann in der vorliegenden Studie, insbesondere anhand der statistischen 
Bewertung der vorliegenden Daten für den Antikörper D2-40 eindeutig unterstützt 
werden.  
Die lymphatische Mikrogefässdichte ist zudem unabhängig von anderen etablierten 
Prognosefaktoren wie etwa Tumorgrösse und Grading. Es bestehen hier keine 
nachweisbaren Korrelationen.  
In der vorliegenden Literatur konnte auch kein Hinweis auf eine Korrelation zum 
Grading der Mammakarzinome bezüglich der Hämangiogenese gefunden werden. 
Dies deutet darauf hin, dass hier offensichtlich gleichartige zellbiologische 
Wirkprinzipien bestehen. 
 
 
 
6.7 Die lymphatische Mikrogefässdichte in Fibroadenomen  
 
 
 
Fibroadenome sind im histologischen Bild als zusammengesetzte Tumoren aus einer 
epithelialen und einer mesenchymalen Komponente zu sehen. Die Hauptmasse des 
Tumors besteht aus fibroblastärem Gewebe. Der epitheliale Anteil ist nur gering 
ausgeprägt. Vergleichbar sind hier Sarkome. Diese sind von der histologischen 
Grundstruktur mesenchymale Tumore. Der Metastasierungsweg bei solchen 
Tumoren ist vor allem ein haematogener, selten lymphogener Prozess (Padera et al. 
2002). Dies lässt den Schluss zu, dass mesenchymale Strukturen weniger als Epithel 
zur Lymphangiogenese fähig sind. Bei der Bestimmung der Lymphgefässdichte der 
in die Studie einbezogenen Fibroadenome war auffällig, dass im eigentlichen 
Fibroadenom keine lymphoendothelialen Strukturen zur Anfärbung kamen. Im 
korrespondierenden H&E-Präparat konnten ebenfalls keine lymphatischen Strukturen 
identifiziert werden. Offensichtlich sind auf Grund des langsamen Wachstums im 
Fibroadenom die Spiegel von Wachstumsfaktoren nicht ausreichend, um ein 
eigenständiges Lymphgefäßnetz zu rekrutieren. Dies impliziert das Fehlen oder 
zumindest die hochgradige Reduzierung der Lymphgefäßdichte in Fibroadenomen.  
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6.8 Die Bedeutung von fehlenden Lymphgefässen für Karzinome 
in Fibroadenomen der Mamma  
 
 
In Fibroadenomen der Mamma treten selten Karzinome auf. Ein Fall aus der 
vorliegenden Untersuchung, mit dem Nachweis eines auf ein Fibroadenom 
beschränkten invasiv-duktalen Karzinoms, wurde analysiert. Der Fakt der fehlenden 
Lymphgefäße scheint bei einer Sonderform des Mammakarzinoms von nicht 
unerheblicher Bedeutung zu sein. Bei dem in die Studie einbezogenen auf ein 
Fibroadenom beschränkten Karzinoms der Mamma ließen sich sowohl mit dem 
Antikörper D2-40 als auch mit dem Antikörper LYVE-1 keine Lymphgefässe 
darstellen. Bei der Überprüfung an korrespondierenden H&E-Schnitten war ebenfalls 
kein Hinweis auf lymphatische Strukturen zu finden. Dies impliziert wiederum auch 
das Fehlen oder zumindest die hochgradige Reduzierung der Lymphgefässdichte bei 
Karzinomen die auf ein Fibroadenom beschränkt sind. Auch in den Fibroadenomen 
der Mamma aus der eigenen Fallserie konnten keine Lymphgefässe nachgewiesen 
werden. Folglich besitzt ein auf ein Fibroadenom beschränktes Karzinom nicht die 
Kompetenz zur Lymphgefässinduktion. Vergleichbar erscheint die Situation bei 
Karzinomen im phleomorphen Adenom der Parotis (Kunimura 2007). Auch hier 
kommt es auf Grund fehlender Lymphgefässe bei auf das Adenom beschränkten 
Karzinomen nicht zu einer lymphogenen Metastasierung. Ähnlich gelagert sind 
intramukosale Karzinome im Kolon und auch Karzinome, welche auf ein 
Kolonadenom beschränkt sind. Diese sind laut aktueller WHO-Klassifikation als 
intramukale Neoplasien eingestuft (Wittekind et al. 2002). Eine Einstufung als 
Karzinom erfolgte nicht, weil es zu keiner Metastasierung kommt. Allgemein 
anerkannt ist der Fakt, dass bei solchen Befunden auf eine Lymphadenektomie der 
regionalen Abflussgebiete verzichtet werden kann. In Analogie zu diesem bereits 
etablierten Vorgehen und den postulierten Hypothesen kann bei der Sonderform des 
auf ein Fibroadenom beschränkten Mammakarzinoms auf eine Ausräumung der 
regionären Lymphknoten verzichtet werden. 
Diese Aussage trifft sowohl für das aktuelle Sentinel-Lymphknoten-Konzept als auch 
für die eigentliche axilläre Lymphonodektomie zu.  
Anhand der bei der Studie erhobenen zellbiologischen Daten erscheint es möglich, 
diese neue und konzeptionell wichtige Beobachtung in die operative Therapie 
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einzubringen. Sicher ist nur einen kleiner Teil von Patienten betroffen. Aber hier ist 
eine klare und eindeutige Reduktion des therapeutischen Vorgehens möglich, welche 
sicher zur Reduktion der operationsbedingten Morbidität führt. 
Das Ziel, eine individuell angepasste Tumortherapie zu erreichen, findet sich auch in 
der aktuellen S3-Leitlinien zur Therapie der Mammakarzinome wieder (Kreinenberg 
et al. 2004). Dort wird im Falle der tubulären Karzinome der Mamma die 
Lymphonodektomie  nicht mehr gefordert. Tubuläre Mammakarzinome besitzen 
apriori insgesamt nur ein sehr niedriges Malignitätspotential. 
 
 
 
6.9 Die Erhöhung der lymphatischen Mikrogefässdichte - ein 
potentieller Indikator der nodalen Metastasierung 
 
 
 
Einige Studien verdeutlichen bereits, dass die Lymphangioneogenese eine wichtige 
Rolle bei der  Metastasierung solider Tumore spielt, aber die Bedeutung im Fall des 
Mammakarzinoms ist zunächst noch nicht eindeutig geklärt. Nach ausführlichem 
Literaturstudium existieren nur wenige Untersuchungen zur Lymphgefässdichte und 
Lymphangiogenese beim Mammakarzinom, obwohl gerade diese Karzinome durch 
eine hohe Inzidenz auffallen und daher eine Untersuchung nahe liegt.  
Bislang vorliegende Studien zeigen widersprüchliche Ergebnisse und erlauben keine 
generelle Aussage über die Rolle der Lymphgefäßdichte im Hinblick auf die 
synchrone nodale Metastasierung.  
In der eigenen Arbeit zeigte sich für den Antikörper D2-40 die Lymphgefässdichte in 
T1-Karzinomen mit nodaler Metastasierung gegenüber Karzinomen ohne nodale 
Metastasierung signifikant erhöht (p=0,0062 (Wilcoxon-Score); p=0,0061 (Median-
Score). Ebenso gelang der Nachweis der Steigerung der Lymphgefässzahl bei 
invasiven Tumoren im Vergleich zu nichtneoplasitschen Mammaläsionen. Für den 
Antikörper D2-40 konnte der Zusammenhang zwischen der Lymphgefässdichte und 
der nodalen Metastasierung als signifikant gesichert werden (p=0,0024 (Wilcoxon-
Score); p=0,0096 (Median-Score). Die Grundlage für die Lymphangiogenese stellt  
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das vorbestehende Lymphgefässsytem dar, daher könnte das Ursprungsgewebe für 
das Ausmaß der Lymphgefäßneubildung von Bedeutung sein. In Bezug auf die 
Studien zur Lymphgefäßdichte von Mammakarzinomen muss angenommen werden, 
dass die heterogenen Untersuchungsergebnisse, neben der tatsächlich bestehenden 
biologischen Variabilität, durch Abweichungen in der Methodik zustande gekommen 
sind. Die vorliegende Studie belegt das Vorhandensein einer erhöhten 
Lymphgefässdichte im Mammakarzinom. Auch in der Mehrzahl der publizierten 
Untersuchungen wird dieser direkte Zusammenhang gesehen (z. B. Bjorndahl et al. 
2005, Bono  et al. 2004, Skobe et al. 2001). In einigen Arbeiten wurde die Beziehung 
zwischen der erhöhten Lymphgefässdichte und nodaler Metastasierung so nicht 
nachvollzogen. (z. B. Williams et al. 2003). Hier kann, trotz konzeptioneller 
Unterschiede, auf die Angioneogenese verwiesen werden. Dort konnte eine 
signifikante Korrelation zum Gesamtüberleben der Patienten nur bei Bewertung der 
vaskularen hot-spots nachgewiesen werden (Choi et al. 2005)  
Der Lymphknotenstatus ist momentan noch ein wesentliches Kriterium für die 
Prognose und das sich anschließende Therapieregime dieser Karzinome 
(Christodoulakis et al. 2003; Thomssen  et al. 2003). Die Bewertung der 
peritumoralen Lymphgefässdichte am primären Operationspräparat stellt, neben dem  
aktuellen Staging eine neue Methode zur Erweiterung der prognostischen 
Aussagekraft des histologischen Präparates dar. Ziel sollte es sein, mittels der 
Lymphgefäßdichte als Indikator für nodale Metastasierung Risikopatienten zu 
identifizieren. Dies könnte eine Entscheidungshilfe bei differenter Dissektion der 
axillären Lymphknoten, auch des Sentinel-Lymphknotens sein.  
Es konnte gezeigt werden, dass die Lymphgefässdichte ein aussagekräftiger 
Indikator der synchronen nodalen Metastasierung im Mammakarzinom ist. Eine 
Klärung der individuellen Situation ist zum jetzigen Zeitpunkt allerdings, gerade 
wegen des Fehlens von evaluierten Methoden der Detektion von Lymphgefäßen, 
nicht möglich. 
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6.10 Anti-Lymphangiogenese - eine mögliche Option der Therapie 
solider Tumore     
  
 
Lymphgefässe sind als mögliche Zielstruktur neuer Therapiekonzepte in das 
wissenschaftliche Interesse gerückt.  
Da verschiedene Typen von Karzinomen mit hoher Frequenz zu den regionalen 
Lymphknoten metastasieren und der Lymphknotenstatus wichtig für das Überleben 
der Patienten, auch im Kontext weiterer tumorbiologischer Faktoren ist, scheint der 
Angriff an diesem Punkt der Kaskade sinnvoll. Aktuell ist durch die weitgehende 
Nutzung der Sentinel-Lymphknotenbiopsie beim Mammakarzinom eine 
Deeskalierung der chirurgischen Radikalität und damit der postoperativen Morbidität 
erreicht. Wegen der Häufigkeit der Mammakarzinome scheint jedoch eine weitere 
Eingrenzung des Hochrisikopatientengutes auch aus gesundheitsökonomischen 
Gründen sinnvoll. 
Die VEGFs sind die am weitesten erforschten Wachstumsfaktoren der 
Lymphangiogenese. Analog der anti-angiogenen Therapie, könnten sie die primären 
Angriffspunkte der zukünftigen anti-lymphangiogenen Therapie darstellen.  
Möglich sind sicher unterschiedliche Formen von Antikörpern oder Rezeptorblockern, 
welche die Wachstumsfaktoren VEGF-C und -D und deren Rezeptor VEGFR-3 
irreversiebel blockieren. He und Mitarbeiter zeigten, dass die tumorassoziierte 
Lymphangiogenese experimentell mit einem löslichen VEGFR-3 Fusionsprotein 
geblockt und die  lymphogene Metastasierung unterdrückt werden konnte (He et al. 
2002).  
Tyrosinkinaseinhibitoren stellen eine weitere Option zur Hemmung der 
Rezeptorfunktion dar (Stacker et al. 2006).  
Die stetig steigende Zahl von neuentdeckten Molekülen mit Einfluss auf die 
Lymphangiogenese, scheint immer mehr Möglichkeiten zur Beeinflussung dieses 
Prozesses zu bieten (Ross et al. 2003). Gleichzeitig stellt sich die Frage, ob die 
Hemmung der Lymphangiogenese als Monotherapie wirksam sein kann. Bewiesen 
ist, dass einige Substanzen der Angiogenese wie zum Beispiel VEGF-A auch die 
Lymphangiogenese induzieren. Bjorndahl und Mitarbeiter wiesen nach, dass die 
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Insulin-like growth factors 1 und 2 in vivo prolifertionssteigernd auf 
Lymphendothelzellen wirken (Bjorndahl et al. 2005).  
Cao und Mitarbeiter zeigten, dass PDGF (platelet-derived growth factor) ein potenter 
Induktor der Lymphangiogenese ist (Cao et al 2006). Transkriptionsfaktoren wie 
Prox-1, Oberflächenmoleküle wie Podoplanin, LYVE-1 und D2-40, aber auch 
Proteasen als Aktivatoren von VEGF-C und -D, wie Plasmin, zeigen weitere Wege 
der Anti-Lymphangiogenese, unabhängig von den Wachstumsfaktoren, auf.  
Analog der Anti-Angiogenese stellen die tumorassoziierten Lymphgefäße das 
Angriffsziel der vaskulären Therapie dar. LyP-1 ist ein Peptid das die Apoptose von 
Lymphgefäßen selektiv im Tumor realisiert (Laakkonen et al. 2004). 
Der Einsatz der Anti-Lymphangiogenese ist sowohl neoadjuvant, als auch adjuvant 
vorstellbar (Stacker et al. 2006).  
Momentan ist die Anti-Lymphangiogenese klinisch noch nicht relevant. Um die 
Prognose von Karzinomen, welche die Lymphangiogenese induzieren, zu 
verbessern, erscheint eine Hemmung der lymphogenen  Metastasierung als eine 
mögliche und hoffnungsvolle Option. 
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7. Schlussfolgerungen 
 
 
In den eigenen Untersuchungen war der Antikörper D2-40 effektiver in der 
Markierung von lymphatischen Strukturen. Die Anzahl der markierten Lymphgefässe 
ist bei dem Antikörper LYVE-1 deutlich im Vergleich zu dem Antikörper D2-40 
vermindert. Problematisch sind jedoch die ausgeprägten Kreuzreaktionen des 
Antikörpers D2-40. Hingegen markiert der Antikörper LYVE-1 zuverlässig 
lymphoendotheliale Strukturen. Daraus ergibt sich, dass eine generelle Empfehlung 
für die Bestimmung der Lymphgefäßdichte, aber auf Grund von diskrepanten 
Kreuzreaktionen für verschiedene Tumorentitäten, und hier insbesondere für das 
Mammakarzinom, nicht gegeben werden kann. Schlussfolgernd wird hervorgehoben, 
dass beide hier untersuchten Antikörper Lymphgefäße in adäquater Weise 
markieren. Im täglichen Einsatz bleiben jedoch zum jetzigen Zeitpunkt noch 
Wünsche für Verbesserungen bezüglich der Spezifität und Sensivität offen. 
Die Induktion einer Lymphangiogenese ist eine typische Eigenschaft von invasiven 
Karzinomen der Mamma. Nodal metastasierte Mammakarzinome, vor allem der 
Kategorie pT1 und pT2, haben eine signifikant erhöhte lymphatische 
Mikrogefässdichte. 
Die lymphatische Mikrogefässdichte ist folglich ein potentieller prediktiver Marker für 
das Auftreten von axillären Lymphknotenmetastasen. Damit ist potentiell die 
Möglichkeit zur differenzierten Indikationsstellung der axillären Lymphonodektomie, 
auch in Hinblick auf den Einsatz der Sentinel-Node-Biopsie, möglich. 
Die Lymphangioneogenese ist ein Teil der tumorassozierten Stromainduktion und 
damit ein Teil der Kaskade der Tumorprogression. 
Da aber offensichtlich konzeptionelle Unterschiede zwischen der Hämangio- und der 
Lymphangioneogenese bestehen, ist eine Fortsetzung der Untersuchungen zur 
Lymphangiogenese nützlich und sinnvoll. 
Eine Untersuchung zur Korrelation von lymphatischer Mikrogefässdichte und dem 
Gesamtüberleben ist notwendig. Damit wird dann die Möglichkeit gegeben 
darzustellen, welchen Teil der Stromainduktion und Tumorprogression die 
lymphatische Mikrogefäßdichte beschreibt.    
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